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 العوامل بعض وتحدید، البروتیاز فعالیة في الركیزة تركیز تأثیر 6-2-6-4-     

  .ةالحركیَّ 

147 

 147  .تأثیر تركیز الكازئین 1-6-2-6-4-       
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  صلخَّ المُ 

عینة من التربة المحلیة، حُصِل منها على ست عزلات فطریة شُخِّصت  45عت جُمِ 

انتُخِبت العزلة الأكفأ في . Rhizomucor miehei (Cooney et Emerson) Schipperضمن النوع 

  .  Rm4إنتاج البروتیاز ورُمِّزت بـ

 السَّطحیَّةباستخدام منهجیة الاستجابة Rm4 العزلة حُدِّدت الظروف المثلى لإنتاج البروتیاز من 

لبعد الغربلة  ناتة لیّ الأوَّ الحالة ب التخمیربوقد تمثَّلت الظروف المثلى للإنتاج . تخمیروسط ال مكوِّ

، g/L 39.09 بالتراكیزین للكربون والنتروجین في اختیار الجلوكوز والكازئین كمصدر  السَّائلة

درجة حرارة  ، والتحضین عند5.99الابتدائي عند pH ، وضَبط الـ التَّواليعلى  g/L 10.24و

40.9 ̊Cفي ة الصّلبالحالة ب التخمیربالمُثلى للإنتاج لت الظروف تمثَّ كما . ساعة 89.94 مُدَّة، ل

 الـ وضَبط ، %1.33 نسبةالكازئین بومُدعَّمة ب 80%بمحتوى رطوبي  ركازةاختیار نخالة القمح ك

pH 41.1درجة حرارة  ندالتحضین ع، و 6.31عند  الابتدائي C̊وقد بلغت  .ساعة 81.21 مُدَّة، ل

 ر التخثُّ  نشاطقیم 
ّ
للمستخلص الأنزیمي  للبروتین الحالّ النشاط  /رنشاط التخثُّ  ونسبة ،النَّوعي

 ،التَّوالي على 314.30، وSU/mg 303.87السائل تحت الظروف المثلى  تخمیرالالمُنتَج ب

 388.66و، SU/mg 441.90 الصّلب تخمیربینما بلغت في المستخلص الأنزیمي المُنتَج بال

  .التَّوالي على

 فوق شعّةبالمعاملة بإیثیل سلفونات المیثان، والأ البروتیاز إنتاج تحسینل أُجري التطفیر

عریض وقد أظهرت الطفرة المُحدثة بالتَّ . جرعات مختلفةة وفق ، والأمواج المیكرویّ البنفسجیَّة

قها على باقي الطفرات الناتجة وفق جمیع تفوّ  sec 150 مُدَّةل (MHz 2450)ة للأمواج المیكرویّ 

من  ضِعفاً في كلٍ  2.18، 1.98، 3.68 ناً بمقدارتحسُّ  المُنتَج البروتیازرات، إذ أظهر المؤشِّ 

 ر الحلیب نشاط تخثُّ 
ّ
 ر ، ونشاط التخثُّ الكُلِّي

ّ
للبروتین،  الحالّ النشاط  /ر، ونسبة نشاط التخثُّ النَّوعي

ثباتاً في قدرتها على إنتاج  الطفرة هذه كما أظهرت. بالمقارنة مع أنزیم العزلة الأصل التَّواليعلى 

  .  MW150وقد رُمِّزت بـ  أجیال، 8 مُدَّةلالبروتیاز 

 مَّ ثُ  بسلفات الأمونیوم، بدءاً من الترسیب العزلتین الأصل والمُطفَّرة لبروتیاز جزئیَّةالتنقیة الجریت أُ 

 الفعالیّة ارتفاع إلى التنقیة خطوات وقد أدَّت. Sephadex G-100مي الباستخدام عمود الترشیح اله

ة النَّوعیّ  الفعالیّةكما ازدادت  .%4.9مردود وب ،أضعاف 8.5 بمقدار Rm4لأنزیم العزلة  ةالنَّوعیّ 

وباستخدام تقنیة الرحلان . %4.01مردود وب ،أضعاف 5.19 بمقدار MW150لأنزیم العزلة 

 Rm4من العزلتین  من كلٍ  المُنتَجى المُنقَّ  للبروتیازقُدِّرَ الوزن الجزیئي  (SDS-PAGE)الكهربائي 

   .التَّواليعلى  ،kDa 40.62، و kDa 39.77بحوالي MW150 و



 ص 
 

تحقَّقَ أقصى نشاط  إذمن الأنزیم الطبیعي والمُطفَّر المُنقَّیَین،  لكلٍ  حركیَّةال الخواصّ تقاربت 

كما  .من كلورید الكالسیوم g/L 9، وتركیز pH 5، وC 57.5̊درجة حرارة عند لتخثُّر الحلیب 

 اتالأنزیم تكانو . pH 4، و C  57.5̊درجة حرارة للبروتین عند  الحالّ تحقَّقَت أعلى قیم للنشاط 

 C° 60 الدَّرجاتعند ، كما استقرَّت نسبیاً hrs 48 مُدَّةل C° 50-40 في المجال الحراري مستقرَّة

وثبُِّطَت عند التَعرُّض للدرجتین السابقتین ، التَّواليعلى  min 10و min 105 مُدَّةل C° 70و

وتمثَّل  .pH 3-7ضمن المجال  pHوكان الأنزیم مُستقِّراً اتجاه التغیُّر في قیم الـ . لفترات أطول

بلغت قیمة و . للبروتین الحالّ كلورید الصودیوم في تحفیز نشاط تخثُّر الحلیب وتثبیط النشاط أثر 

 ،mg/mL 19.46اتجاه الكازئین  Rm4لبروتیاز العزلة  Vmax السرعة القصوىو  Km ثابت میكالیس

في  Vmaxو Kmقیم كما بلغت لي، بناءً على حساب النشاط التحلُّ  التَّواليعلى  mg/min 0.0026و

لَت أعلى فعالیة . على التَّوالي mg/min 0.0021و ،mg/mL 26.29بروتیاز العزلة المُطفَّرة  وسُجِّ

كما قُدِّرَت قیم . للكازئینعلى التوالي  2%و 4%كیز اتر العند MW150 و Rm4تحلُّلیة لبروتیاز 

Km وVmax  بلغت  ذإبناءً على حساب نشاط تخثُّر الحلیب،  التَّكویناتجاه حلیب الفرز مُعاد

0.201 g/mL0.0030، و g/sec  لبروتیاز العزلة  التَّواليعلىRm40.152، و g/mL0.0034، و 

g/sec  لبروتیاز العزلة  التَّواليعلىMW150 لَت أعلى فعالیة للتخثر لبروتیاز العزلتین ، وسُجِّ

Rm4 و MW150 وقد بلغت قیم . للحلیب الفرز التَّواليعلى  15%، و10%عند تركیزVmax 

 التَّواليعلى  g/sec 0.001، وg/mL 0.0080 التَّكوینمُعاد  الدَّسماتجاه الحلیب كامل  Kmو

لبروتیاز العزلة  التَّواليعلى  g/sec 0.048و g/mL 0.207بینما بلغت ، Rm4لبروتیاز العزلة 

MW150 . لَت أعلى فعالیة للتخثر لبروتیاز العزلتین  4%عند التراكیز MW150 و Rm4وسُجِّ

المُنقَّى لصناعة الجبن  Rm4استُخدِمَ بروتیاز العزلة . الدَّسمللحلیب كامل  التَّواليعلى  3.36%و

بلغت  الَّتيمثلى لإضافة الأنزیم إلى الحلیب، الأبیض وفقاً للطریقة التقلیدیة، بعد تحدید النسبة ال

6000 SU/mL . المُنتَجوقد أظهر الجبن المُنتَج باستخدام المُخثِّر الفطري تقارباً كبیراً مع الجبن 

  .یَّةحسِّ ال الخواصّ من حیث المردود الناتج، و  ،التِّجاریَّةباستخدام المنفحة 

فعالیة طرائق حیویّة، ، حركیَّة، تطفیر، تنقیة، بروتیازأجبان،  :الكلمات المفتاحیة

  .Rhizomucor miehei،أنزیمیة
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  :Introductionمة قدِّ المُ  - 1

  :Preamble تمهید 1-1-

العالمي مبیع المن إجمالي  %60 ل حواليشكِّ ویُ  الصناعیَّةأحد أهم الأنزیمات البروتیاز  یُعدّ    

الصناعات الدوائیة، و الجلدیات، و فات، نظِّ صناعة المُ في  نظراً لتطبیقاته الواسعة لأنزیماتل

صناعة  لمثِّ تُ و  .الخبز وتطریة اللحومو  ات الألبانكصناع الغذائیَّةلصناعات بالإضافة إلى ا

للبروتیاز في  الأساسیَّةتتمثَّل الوظیفة و  .لبانللبروتیاز في صناعات الأ لرئیسالأجبان التطبیق ا

ص التخصُّ  ةوعالی ةالسریع الحلمهةر الحلیب، من خلال صناعة الأجبان في البدء بعملیة تخثُّ 

  ).الكازئین(لحلیب للبروتینات الرئیسة في ا

استخلاصها من المعدة  یتمّ و ر الحلیب، منفحة العجول الشكل الأكثر استخداماً لأنزیمات تخثُّ  عدّ تُ 

في عملیة  هیظهر تأثیر و  ،ن الأساسي للمنفحةكوِّ یُشكِّل الكیموزین المُ و . الرابعة للعجول الرضیعة

بحلمهة كازئین  كیموزینفي المرحلة الأولى أو الأنزیمیة یقوم ال ،ر الحلیب من خلال مرحلتینتخثُّ 

 ینمیثون106 –فینیل آلانین 105 ابطةیفصل الر و  .لة الكازئینذیَّ مُ ل طبقة حامیة لشكِّ یُ  هوو  ،كابا

 یسمح بحدوثو ، زوال التأثیر الحامي وبالتالي ،هاإلى انفصال یؤدِّيما  ،كازئین كاباسلسلة في 

  .ل الخثرةشكِّ تُ و  مستقرَّةنات غیر الیع الكازئلتتجمّ ر المرحلة الثانیة أو مرحلة التخثُّ 

نتیجة عدم الرغبة في  بالارتباط مع نقص إنتاج المنفحة جبانالإنتاج العالمي المتزاید للأ ىأدَّ 

ر البحث عن أنزیمات لتخثُّ  زحفَّ  ما ،المنفحة التقلیدیةلى ارتفاع سعر إذبح العجول قبل الفطام 

ها لا یُبدي العدید من الأنزیمات القدرة على تخثیر الحلیب إلا أنَّ  .الحلیب من مصادر بدیلة

 إمكانیّةتمَّ البحث في قد و . ل البروتینالمرتفعة لتحلُّ  الفعالیّةتصلح في معظمها كبدائل بسبب 

عدم  معظمهافي  أثبتت الَّتي ،للمنفحةكبدائل  النباتیَّةو  الحیوانیَّةمصادر ال العدید مناستخدام 

   .ت قبولاً واسعاً قلا الَّتي ،المصادر المیكروبیة بالإضافة إلى ،لصناعة الأجبان مناسبتها

 حالّ ر الحلیب ونشاط فعالیة مرتفعة لتخثُّ   Rhizomucor mieheiالبروتیاز من فطربدي یُ  

 في فصل الروابط الببتیدیة المماثلة في كازئین كاباص دقیق ، وتخصُّ نسبیّاً منخفض  للبروتین

(Phe105-Meth106)، قیمعند فعالیة مُثلى واستقرار  یُبدي كما، بتفكیكها أنزیم المنفحةیقوم  الَّتي 
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. واحتیاجات كالسیوم مماثلة ،حرارة المستخدمة في معاملات تصنیع الأجبانالودرجات  pH الـ

   .رّ مُ ال المذاقوالاحتمال الضئیل لظهور  المُنتَج، جبنلل عالیةال جودةال بالإضافة إلى

سهولة التعامل مع  تیحی الَّذي ،السَّائلةالحالة ب التخمیرببشكل تقلیدي  الصناعیَّةج الأنزیمات نتَ تُ 

الحالة ب التخمیرمتاز یبالمقابل . وسهولة تنقیته وثاتلّ لمُ من ا المُنتَجمتاز بخلو وی ،بیئیّةالظروف ال

   .الفطریات نموّ ل خاصّ  بشكلٍ  ومناسبته ،رةمتطوِّ ال بانخفاض التكلفة وعدم الحاجة للتقنیاتة الصّلب

 قلیلة كمِّیَّاتتكون ب ، لكن غالباً ماكالأنزیمات ة كبیرةیَّ ذات أهمِّ  اً ج بعض الأحیاء الدقیقة موادنتِ تُ 

الاختیار السلیم لظروف الإنتاج لأي عملیة تصنیع حیوي إلى  یؤدِّيو . جاريلائم الإنتاج التِّ لا تُ 

. فائقدون الوصول إلى الإنتاج المن نوعاً ما، لكن  وبعائد مرتفعإنتاج مواد ذات مواصفات جیدة 

  . المیكروبیة للأنواعتنعكس على القدرة الإنتاجیة قد  الَّتيل التطفیر مصدراً للتغیرات الوراثیة شكِّ یُ و 

لالتركیز و حدوث التفاعل المُحَفَّز أنزیمیاً بالعدید من العوامل كزمن التفاعل،  مُعدَّلر یتأثَّ  ي الأوَّ

ووجود  ،ةمُتَمِّموالتنشیط بفعل العوامل ال ،، ودرجة حرارة التفاعلpHقیم الـ و ، الركازةللأنزیم و 

بمُعدَّل تنشیط وتثبیط الأنزیمات  خاصّةالأنزیم المعلومات ال حركیَّةوتُوَفِّر دراسة  .العوامل المُثبِّطة

  .ومُعدَّل حدوث التفاعل الأنزیمي

  :The Rationale of the Study ات البحثغمسوّ 2-1-   

ز دور برُ لتغطیة احتیاجات صناعة الأجبان المتزایدة، ویَ لمنفحة لللبحث عن بدائل تزداد الحاجة 

ویتطلَّب  .مماثلة للمنفحة بخواصّ زه كبدیل مناسب لتمیُّ   Rhizomucor mieheiبروتیاز فطر

واختبار تطبیق  ،تخمیرأمثلة ظروف ال تحقیق الجدوى الاقتصادیة للإنتاج الحیوي للبروتیاز

هذا  أهمِّیَّةوتأتي  .الأنزیمي والنشاطمعاملات جدیدة في برامج التحسین الوراثي لزیادة العائد 

وانتخاب العزلات الفطریة ذات ، كلفة الإنتاجمُ  التقلیدیةمنفحة للالبدیل الطبیعي البحث في توفیر 

 ،للإنتاج المعملي النظري ر الأساسوفِّ أمثلة ظروف الإنتاج تُ  أنَّ كما . الإنتاج المرتفع للبروتیاز

وتظهر  .إدخال هذه الصناعة في المستقبل القریبو  نتاجالإع في عملیة المجال للتوسُّ  ما قد یفتح

 التحكُّمفي صناعة الأجبان من خلال اختیار نوع المُخثِّر المناسب، و  الأنزیم حركیَّةدراسة  أهمِّیَّة

  .بنشاطه خلال مراحل التصنیع المختلفة
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  :The Research Problemمشكلة البحث  3-1-

وعدم توفُّر  ،  Rhizomucor mieheiة حول إنتاج البروتیاز من فطریَّ عدم وجود دراسات محلِّ  1-

  .نفسه من الفطرمحلِّیَّة عزلات 

السابقة حول أمثلة إنتاج البروتیاز من فطر  ثللأبحاالدراسة الإحصائیة ن تضمَّ لم ت 2-

Rhizomucor miehei  ومنهجیة الاستجابة تغییر معامل بعد الآخرنهج ، الجمع ما بین ،

 .في هذا المجال تقنیة الأمثلة متعدِّدة الاستجابةكما لم یسبق استخدام  .السطحیة

 في برامج التطفیر المورثي إیثیل سلفونات المیثانالأمواج المیكرویّة و ق استخدام لم یسبِ  3-

  .Rhizomucor miehei لتحسین إنتاج البروتیاز من فطر

والحلیب  ،اتجاه الحلیب كامل الدسمللبروتیاز دراسة سابقة الثوابت الحركیة  د أيّ حدِّ لم تُ  4-

  .)بناءً على تركیز الركازة المتفاعلة( بناءً على حساب نشاط تخثُّر الحلیب ،الفرز

فعالیة كلورید الكالسیوم المقابل لأعلى لالأمثل تركیز الن نتائج الدراسات السابقة حول تبایُ  5-

  .Rhizomucor mieheiللتخثُّر لبروتیاز 

  .لبروتیازاتبایُن نتائج الدراسات السابقة حول تأثیر كلورید الصودیوم في نشاط  6-

  :Research Objectives البحثف اهدأ 4-1- 

  . لبروتیازلجة نتِ المُ  العزلات وغربلة ،هوتشخیص  Rhizomucor mieheiفطر عزل 1-

 الصّلب تخمیرالب  Rhizomucor mieheiفطردراسة الظروف المثلى لإنتاج البروتیاز من  2-

  . الأنسب لعملیة الإنتاج تخمیرال وتحدید ،ائلوالسّ 

للبروتیاز،   Rhizomucor mieheiفي إنتاج الفطر الكیمیائیَّةو  الفیزیائیَّةرات طفِّ دراسة تأثیر المُ  3-

  .وانتخاب الطفرات ذات الإنتاج المرتفع

  .، وتوصیفهرةطفَّ المُ و  الطبیعیَّة العزلاتج من نتَ المُ  البروتیاز تنقیة 4-

  . التِّجاریَّةبالمقارنة مع المنفحة  ،الأبیضالجبن ى في صناعة استخدام البروتیاز المُنقَّ  5-
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  :Literature review  الدراسة المرجعیة -2

  :الأنزیمات 1-2-

تحدث في  الَّتيالحیویَّة  الكیمیائیَّةالتفاعلات  لمعظمز حفِّ تقوم الأنزیمات بدور الوسیط أو المُ 

تشارك الأنزیمات في إذ  .في الخلایا الحیویَّة الكیمیائیَّة العملیات أنظمةثِّل مَ الأنظمة الحیة، وتُ 

 ,Bugg) للخلیة وويّ عملیات الإصلاح والتضاعف والتعبیر عن المعلومات الواردة في الحمض النَّ 

، (Hunter, 1995, 225–236) نقل الإشارة وتنظیم الخلیةعنصراً أساسیاً في  تُشكِّلو ، (2 ,2012

كما تلعب دوراً هاماً في عملیة ، (Berg, 2001, 780,797) ص العضلاتتولید الحركة وتقلُّ و 

ة أنزیمات ویمكن لعدَّ ، (Williams, 2004, 49) حلمهة البروتینات والبولي سكاریداتالهضم ك

د الأنزیمات الخطوات حدِّ تُ  إلى إنشاء مسارات استقلابیة یؤدِّيا من، العمل معاً وفق ترتیب معیَّ 

دون الأنزیمات من خلال نفس م من المسارات أن تتقدّ لا یمكن لهذه و  ها،تحدث ضمن الَّتي

  . (Van Oort, 2010, 4) الخطوات وبسرعة كافیة لتلبیة احتیاجات الخلیة

ة ضمن سلسلة ببتیدیة مینیالأ الحموضمن  ة آلافمئة إلى عدّ  اتحادمن الأنزیمات  تتكوَّنو 

ة الأبعاد من ة ثلاثیّ وتنتج البنیة الثانویّ  ،ة للأنزیملیّ ف بالبنیة الأوّ عرَ یُ  ل ماواحدة أو أكثر لتُشكِّ 

ة د البنیة الثالثیّ ، وتُحدَّ الأمینیة بروابط هیدروجینیة للحموضارتباط المجموعات الأمیدیة المتقاربة 

بینما تنتج البنیة  ،ةالأمینیة المتباعدة ضمن البنیة الأولیّ  الحموضة الأبعاد بارتباط بقایا ثلاثیّ 

تنتظم لة لبعض الأنزیمات من ارتباط اثنین أو أكثر من تحت الوحدات الأنزیمیة، الرابعیّ 

 إذ ،kDa 5000 إلى kDa 5 من یتراوح حجمها الجزیئية رویّ كُ مضغوطة الأنزیمات وفق بنیة 

من فقط ، وبالتالي یشارك جزء صغیر تعمل علیها الَّتيالأنزیمات في الحجم الركائز  معظم فوقی

وغالباً ما یُشكِّل  ،المركز الفعّالي یدعى بالتحفیز  النشاطبشكل مباشر في ة للأنزیم البنیة الثالثیّ 

 ,Bugg, 2012, 8,19; Jain, 2004, 350; Illanes, 2008) من الحجم الإجمالي للأنزیم% 10-20

4-5).   

مادة ال اتجاهص خصُّ لعالیة من التَّ عن العوامل المساعدة الأخرى بالدرجة االأنزیمات تمتاز و 

ن من عیَّ بنوع مُ  نزیمالأ یختصّ وقد  ،واحدة ركازةب نزیمأ كل یختصّ إذ . المتفاعلة ونوع التفاعل

یعمل الأنزیم عن طریق تخفیض الطاقة اللازمة و  .نةعیَّ أو بمجموعة وظیفیة مُ  الكیمیائیَّةالروابط 
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 عن طریق الارتباط تخفیض طاقة التنشیطتشمل  ة آلیاتلحدوث أو استمرار التفاعل وفق عدّ 

طریق خفض طاقة الحالة عن  أو ،المُنتَج/الركازةوبالتالي تثبیت الحالة الانتقالیة لجزیئات 

ت مع كالتفاعل المؤقَّ توفیر مسار بدیل  ،ةبعكس انتشار الشحنات اتجاه الحالة الانتقالیّ  الانتقالیة

، وتقلیل العشوائیة عن طریق الجمع بین المواد )ركازة/أنزیم(ت شكیل مركب مؤقَّ وت الركازة

 زها،تحفِّ  الَّتي التفاعلاتفي  نزیماتالأ هلكستَ تُ  لا ،زاتحفِّ المُ  جمیع مع الحال هو كماو . المتفاعلة

   .(Van Oort, 2010, 1,4-6) التفاعلات هذه توازنمن  رغیِّ تُ  لا أنها كما

متبوعاً كلیهما ل ، أوهزُ تحفِّ  الَّذيأو لنوع التفاعل  ،الركازةى الأنزیمات عادةً تبعاً لنوع سمّ تُ  

  .(Jain, 2004, 338) ، والتربسینكالببسین القدیمة التسمیاتعدا بعض ، فیما "ase"باللاحقة 

والبیولوجیا الجزیئیة  الحیویَّةلاتحاد الدولي للكیمیاء الجنة توصیات وفق ى الأنزیم سمّ ویُ 

(IUBMB)  زحفَّ فة ونوع التفاعل المُ المستهدَ  الركازةمن  كلٍ ل تبعاً  1961لتسمیة الأنزیمات عام. 

 EC)أنزیمات الأكسدة والإرجاع : مجموعات تشمل لأنزیمات وفق هذا التصنیف إلى ستقسم اتُ و 

1 Oxidoreductases) أو ذرات الأكسجین أو  نقل الألكتروناتل تُحفِّز التفاعلات المتضمِّنة الَّتي

من مركب  بنقل المجموعات الوظیفیة وتختصّ  (EC 2 transferases)أنزیمات النقل  ،الهیدروجین

ضمن الركائز  الروابط كتفكُّ ز حفِّ وتُ  (EC 3 Hydrolases)ل المائي أنزیمات التحلُّ ، آخرإلى 

الروابط المختلفة دون  تعمل على إزالة الَّتي، (EC 4 Lyases)أنزیمات الحذف  ،الماء بوجود

ز التماكب عبر تغییر حفِّ تُ  الَّتي ،(EC 5 Isomerases)أنزیمات التماكب  الحلمهة أو الأكسدة،

وتعمل على ربط جزیئین مختلفین عبر  (EC 6 Ligases)أنزیمات الربط توزیع أو بنیة الجزيء، 

ضیفت كما أُ  .(Cornish-Bowden, 2014, 82-83; Illanes, 2008, 16-18) الروابط التساهمیة

 EC 7)راً المجموعة الناقلة للأیونات والجزیئات عبر الأغشیة، أو فصلها داخل الأغشیة مؤخَّ 

Translocases) (Tipton, 2018, para. 1, 2) . ُیدلّ  أربعة أرقام وفق هذه التسمیة عطى الأنزیموی 

 الثاني على تحت المجموعة یتبع لها الأنزیم، ویدلّ  الَّتي (Class) ةئیسل على المجموعة الر الأوَّ 

(Sub-Class) ّتحت المجموعة - الثالث على تحت ، ویدل(Sub-Sub-Class) ُشیر الرقم الأخیر ، وی

على اعتماد الرقم  (EC; Enzyme commission)الحرفان  یدلّ كما ، إلى متسلسل اسم الأنزیم

   .(Cornish-Bowden, 2014, 82-84) وفقاً لنظام التسمیة
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الخبز كصناعة  التقلیدیة الغذائیَّة في العدید من التطبیقات منذ آلاف السنینمت الأنزیمات خدِ استُ 

 تمَّ  وقد .بالإضافة للورق والنسیج رةخمَّ المُ  والكیفر والخل والمشروبات واللبن الرّائب الأجبانو 

عام  6000منذ حوالي مواد بادئة تحتوي على الأنزیمات ات بمساعدة المُنتَجالحصول على هذه 

 ق الأنزیماتشتَ تُ و  .(Schäfer, 2007, 3) قبل المیلاد في الحضارات المصریة والسومریة والصینیة

معظم عملیات الإنتاج الصناعي على  وتعتمد، الحیوانیَّةو  النباتیَّةة كالأنسجة من مصادر طبیعیّ 

زة میَّ ناعي للأنزیمات إلى الخصائص المُ عزى النجاح الصِّ أن یُ ویمكن . المصادر المیكروبیة

 تحت العمل على والقدرة ةالنَّوعیّ و  التحفیزیة الوظیفة بین الجمعف الكیمیائیَّةبالمقارنة مع المواد 

 ,Van Oort) التطبیقات من كبیرٍ  عددٍ  في لالمفضَّ  زفِّ حمُ ال نزیماتالأ یجعل معتدلة ظروف

2010, 11) .   

 عام في نزیماتلأل العالمیةالمبیعات  سوق قیمة بلغتالطلب على الأنزیمات سنویاً وقد  یزدادو 

 في دولار لیونم 14507.6 إلى تصل أن عالمتوقَّ  ومن دولار، ملیون 8636.8 حوالي 2019

 ,.Manjrekar et al) 2027 عام إلى 2020 عام من 6.5% یبلغ سنوي نموّ  مُعدَّلب 2027 عام

2021, para. 1) . جة نتَ من الأنزیمات المُ  80%الرئیسیة حوالي  الصناعیَّةوتستخدم التطبیقات

صناعة النشاء، ل 12%ولصناعة النسیج،  12%و، المُنظِّفاتلصناعة  30%صناعیاً بنسبة 

 .(Van Oort, 2010, 12) للعلف الحیواني 8%وللوقود الحیوي،  9%وبز، الخَ لصناعة  11%و

 لاستهلاكل نتیجةً  التكالیف في كبیر انخفاض التصنیع عملیات فيالأنزیمات  تطبیق ج عننتُ ویَ 

وكثیراً ما تحل عوضاً عن المواد  ،والاستخدام الأمثل للمواد الخام ،توفیر المیاهو ، للطاقة محدودال

البیضاء  الحیویَّةف بالتكنولوجیا عرَ ل إنتاج الأنزیمات خیر مثال على ما یُ مثِّ ویُ  .ةامَّ السَّ  الكیمیائیَّة

  . (Berka and Cherry, 2006, 477f) والاقتصاد البیئة من كلٍ  في تیةامؤ ال تأثیراتذات ال

    :البروتیاز اتأنزیم 1-1-2-

لیة تعمل على تحفیز حلمهة الروابط الببتیدیة في هي أنزیمات تحلُّ  (Proteases) أنزیمات البروتیاز

على إطلاق حمض  (Proteolytic enzyme)ل للبروتین حلِّ یعمل الأنزیم المُ  إذ ،جزيء البروتین

   .(Rawlings et al., 2011) أمیني أو ببتید من الببتید الأكبر أو البروتین
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 بالرّغم، و الخلویَّةلأداء وظائفها  )البروتیولیتیة(المُحلِّلَة للبروتین معظم الأحیاء للأنزیمات  تحتاج

إلا أنَّها تستخدم أنزیمات  ،هذه الأنزیمات في مجموعها الجینيز مِّ رَ من أنَّ بعض الفیروسات لا تُ 

ل ویقاوم عدد قلیل جداً من البروتینات عملیة التحلُّ  .بها خاصّةالمعاملات ال داءعوائلها لأ

 الورم كبعض حالات المرضیة الحالات من العدیدل الزائد للبروتین بویرتبط التحلُّ . البروتیني

 Rawlings, 2013, 1f; Mantle and) الزهایمر ومرض وضمور العضلات المفاصل والتهاب

Preedy, 2002, 33).   

كالانقسام الخلوي، ، الحیویَّةالعدید من العملیات لإتمام ضروریة  ل البروتینيعملیة التحلُّ  عدّ وتُ    

 من الإشارة ببتیدات إزالةو إزالة میثونین البدء من البروتینات الستوبلازمیة حدیثة التخلیق، و 

 الَّتي البروتینات من الاستهداف إشارات إزالةو وي، الخل فرازالإ مسارل المستهدفة البروتینات

 نزیماتالأ منإزالة الطلیعة الببتیدیة و  كلوروبلاست،ال أو لمیتوكوندریاكا نةعیَّ مُ  اتضیّ عُ  تستهدف

 الفردیة البروتینات تحریرو  ،تنشیطها یتمّ ل كسلائف تولیفها یتمّ  الَّتي والمستقبلات والهرمونات

إطلاق و  ،البروتین سلائف من بیولوجیاً  النشطة الببتیدات تحریرو  ،بروتینات البولي من والببتیدات

تفكیك  أو هابتفكیك والبروتینات الببتیدات تبدأها الَّتي الإشارات إیقافو البروتین من سطح الخلیة، 

ة المُفرَزة من الطفیلیات أو العوامل امّ وهدم البروتینات المُمرضة أو السّ  لمرتبطة،ا البروتینات

 من الأمینیة الحموض على الحصولة، و العائل وتعطیل بروتیناته المضادّ  غزوالمُمرضة، و 

 ملغذاء، وإعادة استخدام البروتینات من قبل نفس الكائن بعد الترجمة، وتنظیم تخثُّر الدَّ ا بروتینات

(Rawlings, 2013, 1, Mótyán et al., 2013, 925; Mantle and Preedy, 2002, 33).     

وإلى تحت  (EC 3 Hydrolases)هة حلمِ الثالثة المُ  الأنزیمیة أنزیمات البروتیاز للمجموعةتبع تَ و 

 (EC 3.4 peptidases) تحت اسم الببتیدیزات یةببتیدروابط الالمجموعة الرابعة المحلمهة لل

(Webb, 1992, 371) للتنوع تصنیف الأنزیمات نظراً لنظام  بسهولة، ولا تخضع أنزیمات البروتیاز

نوع التفاعل : معاییر ةف أنزیمات البروتیاز بناءً على ثلاثصنَّ وتُ  نیة والعمل،الواسع في البُ 

  .(Barrett, 1994, 1) المنشأالبنیة وتطور و از، للموقع الحفّ  الكیمیائیَّةالطبیعة و ز، حفَّ المُ 

تشمل الببتیدیزات  تینإلى مجموعتین رئیس صخصُّ اعتماداً على طبیعة التَّ  اتز م الببتیدیقسَ تُ و 

تعمل الإكسوببتیداز على . (Exopeptidases) الخارجیة والببتیدیزات، (Endopeptidases) الداخلیة

 الإندوببتیداز على فصل الروابط الببتیدیة الداخلیة تعمل بینما، للبروتینفصل الروابط الطرفیة 
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نوع الرابطة ل وفقاً م الإكسوببتیداز قسَ تُ و . (Proteinases)بأنزیمات البروتیناز  فعرَ وتُ  الركازةفي 

الروابط الطرفیة للآزوت، بینما تفصل  aminopeptidasesتفصل  إذ ،تقوم بفصلها الَّتيالطرفیة 

carboxypeptidases الروابط الطرفیة للكربون (Barrett et al., 2004, 1).       

، وفي بعض أساس_ه تفاعل حمضل المائي بوساطة الببتیدیزات بأنَّ وصف التحلُّ غالباً ما یُ و 

إلى  ركازةلل على الرابطة الببتیدیة (nucleophilic attack)المحب للنواة  الهجوم یؤدِّيالببتیدیزات 

 (residue) ةقیَّ بَ الك لیعطي بروتون إلى سرعان ما یتفكَّ  "أسیل الوسیط"ت یسمى تشكیل مركب مؤقَّ 

 زيء الماء بتحلیل الرابطة الببتیدیةما یسمح لجُ  ،الأساسیَّةف بالقاعدة عرَ تُ  الَّتي، في الببتیداز

(Rawlings, 2013, 5). یزات، حفیزي للببتیدنمط التَّ الي بحسب وكلیوفیلیوتختلف طبیعة الهجوم الن

، أو قد )ت بروتینیةلایوكلیوفین( أمینيي هو السلسلة الجانبیة لحمض وكلیوفیلیفقد یكون الجزء الن

  .(Rawlings, 2013, 6) )وكلیوفیلات مائیةین(وكلیوفیل هو جزیئة ماء نشطة ییكون الن

الثیول زمرة ، أو أو الثریونین لسیرینزمرة هیدروكسیل لوكلیوفیل البروتیني هو ییكون الن یمكن أنو 

یمكن أن و . السیستیئین أو الثریونین،أو بنمط السیرین،  ةالتحفیزی هذه الأنماطعرف للسیستئین، وتُ 

 مات،الجلوتا كالأسبرتات أومینیة الأ حموضوكلیوفیل المائي بفعل السلسلة الجانبیة للیالنط شَّ نَ یُ 

ف هذه الأنماط عرَ وتُ  .مینیةالأ حموضلسلاسل الجانبیة لللأیونات المعدنیة المرتبطة بابفعل ا وأ

نمط فئة سابعة للبالإضافة إلى  .از، ومیتاللو ببتیدازببتید -، جلوتامیلازببتید - بأسباراتیل

أن تستخدم  تبع للببتیدیزاتلا تَ  الَّتيلأنزیمات البروتیولیتیة ویمكن ل .معروفالغیر  يتحفیز ال

  .(Rawlings et al., 2011, 38321) حمض الأسباراجین كنیوكلیوفیل

یكون الـ  ، بینماةمحاید الثریونین ببتیداز والببتیداز الفلزي المثلى لأنزیمات pHقیم الـ  عادةً تكونو 

pH قیم بببتیداز حمض الجلوتامیك، وسیستئین الببتیداز و اسباراتیك الببتیداز،  المثالي لأنزیمات

 ,Rawlings) ةقاعدیة إلى محاید سیرین الببتیداز المثلى لأنزیمات pHوتكون قیم الـ حامضیة، 

2013, 6).   

  :للبروتیاز الصناعیَّةالتطبیقات  2-1-2-

الي المبیعات من إجم 60%ل حوالي شكِّ یُ و  الصناعیَّةأهم الأنزیمات  من) الببتیداز(البروتیاز  عدّ یُ 

 الأخرى لأنزیماتل 10%وللأمیلاز،  18% تقارب اتنسب مبیع بالمقارنة معالعالمیة للأنزیمات 
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تیاز أحد البرو  یُعدّ و . مخبریةللأنزیمات الدوائیة وال 10%و ،یبازللل 3%ولة للكربوهیدرات، حلِّ المُ 

ناتال المنزلیة إلى المواد المستخدمة  المُنظِّفاتبدءاً من  المُنظِّفاتأنواع  لجمیع قیاسیَّةال مكوِّ

في معالجة القاعدي ستخدم البروتیاز كما یُ  .الصناعیَّةلتنظیف العدسات اللاصقة والأسنان 

 بروتینات غیر اللیفیةلل تحلیل الانتقائيوالوالصوف زالة الشعر كإ وتحسین جودتها الجلود

في العدید  ستخدم البروتیاز بنجاحكما یُ  .(Rao et al., 1998, 598f, 606) كالألبومین والجلوبیولین

في كعامل هضمي مساعد  Aspergillus oryzaeبروتیاز إذ یُستخدم  ،من الحالات العلاجیة

، كما یستخدم الكولاجیناز (Yang et al., 2017, 60-66) لةحلِّ علاج أعراض نقص الأنزیمات المُ 

 ستخدمیُ و ، (Pham et al., 2019, 9-15) علاج الحروق والجروح في Clostridiumمن 

 لمقاومة خلایا مالدَّ  مجرى فيوالجلوتامین ص من الأسباراجین تخلُّ لل E. coli منالأسبارجیناز 

میزة  ستخدمتُ و  .(Maggi et al., 2017, 1-16) الحموضغیر القادرة على تصنیع هذه  مالدَّ  سرطان

والأجسام  الببتیدات كاصطناع في المجالات البحثیة للروابط الببتیدیة للبروتیاز الانتقائي الفصل

   . (Mótyán et al., 2013, 923-942) البروتینات الأمینیة في الحموض تسلسلتحدید و المضادة، 

إذ ، المُنظِّفاتأهم التطبیقات لأنزیمات البروتیاز إلى جانب صناعة  الغذائیَّةالصناعات  عدّ تُ و 

ما مدودیة العجین، و  یةشبكة الجلوتینالستخدم البروتیاز في صناعة الخبز لتحسین خواص یُ 

في ستخدم كما یُ  .وزیادة حجم الرغیف ،تخفیض وقت المزجو إلى سهولة المعاملة بالآلات،  یؤدِّي

الوظیفیة للبروتین،  الخواصّ ما یسمح بتحسین ات وتكییف بروتینات فول الصویا، معاملة منتج

ستخدم في المشروبات وبان لتُ هة بدرجة عالیة من الذَّ حلمَ تخفیض المرارة، وإعطاء منتجات مُ و 

 اصطناعفي معاملات و  ،ستخدم البروتیاز أیضاً في تطریة اللحومكما یُ  .مة بالبروتیندعَّ المُ 

   .(Rao et al., 1998, 607) الأسبرتام

  :البروتیاز في صناعة الأجباناستخدام  1-2-1-2-

 حواليالإنتاج خلال السنوات الأخیرة  نموّ  مُعدَّل إذ بلغ ،یزداد الإنتاج العالمي للأجبان سنویاً 

 طن ملیون 22.08 حوالي 2021العالمي للأجبان عام  نتاجبلغ الإو ، سنویاً % 1.78

(Shahbandeh, 2022, para. 1)،  ملیار  123.87ووصل إجمالي المبیع العالمي للأجبان حوالي

 Fortune)  2028ملیار دولار في عام  161.23ع وصول قیمة التداول إلى دولار، ومن المتوقَّ 

Business Insight, 2022, para. 1).  تُشكِّل الأجبان عنصراً أساسیاً في النظام الغذائي إذ
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 الحموضالعالي من البروتینات، و  اهامحتو للأجبان من خلال  الغذائیَّة همِّیَّةز الأبرُ ، وتَ للإنسان

 ،والزنك ،الفسفوركعناصر المعدنیة الأخرى وال ،والكالسیوم ،الدهنیة الحموضو  ،والدهون الأمینیة،

 B12 (United State Department of، وB2، وDو ،A والفیتامینات، والحدید ،والمغنیزیوم

Agriculture National (USDA), 2019a; Walther et al., 2010, 38).   

ها إزالة الرطوبة من الخثرة المُحتصل علیها أنزیمیاً أو بالتعادل یُمكن تعریف صناعة الأجبان بأنَّ و 

ناتالكهربائي، ما یضمن تركیز  ، إذ یزداد المحتوى من الدهون الحفظفترة وإطالة  الحلیب مكوِّ

 ، والحرارة، والزمنpHر عملیة التركیز هذه بالعدید من العوامل كالـ ، وتتأثَّ ضعفاً  12-6والكازئین 

(El Soda, 1997, 219).  من استهلاك بعض أصناف الجبن طازجة یمكن تمییز مرحلتین  بالرّغمو

ي الشائعة للتصنیع ف الأساسیَّةوتتمثَّل الخطوات . رئیستین لإنتاج الجبن وهي التصنیع والإنضاج

تقطیع أو العن طریق  المصل عن الخثرة فصل مَّ في التحمیض، فالتخثُّر، ثُ معظم أصناف الجبن 

 ,Fox) ، فالتملیح)القولبة والضغط(التشكیل  مَّ تملیح، ومن ثُ الأو  التقلیب أو الضغط طبخ أوال

1993, 8f).  سلسلة لنتیجةً ویكتسب الجبن الناتج القوام والنكهة المُمیَّزة خلال مرحلة الإنضاج

ل البروتین بفعل البلازمین وبروتیناز الحلیب، والمُخثِّر من التفاعلات الكیمیاحیویة، إذ یتحلَّ مُعقَّدة 

بشكل رئیس  ل الدهنكما یتحلَّ  .للبادئات والمیكروفلورا غیر البادئةي، وأنظمة البروتیاز المتبقّ 

ضافة إلى الأثر بفعل أنزیمات اللیباز والأستیراز للأحیاء الدقیقة البادئة وغیر البادئة، بالإ

ل السترات واللاكتوز بشكل رئیس بفعل أنزیمات المزارع البادئة ویتحلَّ . المحدود للیباز الحلیب

كتركیب  بالعدید من العواملالجبن  ر خواصّ تتأثَّ و  .(El Soda, 1997, 219) ومكیروفلورا الجبن

ومعاملة الحلیب والخثرة الناتجة والمواد المضافة، والمزارع البادئة، ونوع المُخثِّر،  ومنشأ الحلیب،

مدى  وینتُج عن اختلاف هذه العوامل .( Green and Grandison, 1993, 118-133) وإنضاجها

ن حیث التركیب ذات صفات مختلفة م صنف 2000حوالي ب واسع من منتجات الأجبان، تُقدَّر

  .(Zheng et al., 2021, 2) والنكهة القوامو 

، (Rao et al., 1998, 607) الألبان اتصناع في للبروتیاز الرئیس لتطبیقصناعة الأجبان ا عدّ تُ 

الفصل السریع من خلال  ر الحلیب،للبروتیاز في البدء بعملیة تخثُّ  الأساسیَّةل الوظیفة وتتمثَّ 

ل شكِّ حیث یُ . (Visser, 1993, 330) )لكازئینا( لحلیبة في اللبروتینات الرئیس صخصُّ وعالي التَّ 

 ,αs1, αs2, β)ة وفق أربعة أنواع رئیسمن البروتینات في حلیب الأبقار،  80%الكازئین حوالي 
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κ).  ُاً غروی اً معقد (6%) فوسفات الكالسیوم الغرویةو  (94%)ل جزیئات الكازئین المختلفة شكِّ وت 

الكازئینات بشكل  فیه عتتوزَّ  ،(Fox and McSweeney, 1997, 3) (Micelle) لةذیَّ ى بالمُ سمَّ یُ  أو ما

على  عملوی الكازئیناتلات ذیَّ في محیط مُ  بشكل رئیس كابا نیع كازئویتوضَّ غیر متساوي 

لتنافر الناتج عن إلى ا لكازئین كابا ویعود الأثر الغروي .الحالة الغرویةبفي الحلیب استقرارها 

الجلیكوماكروببتید أو بشكل أكثر دقة ( والمشحون سلبیاً الجزء المحب للماء 

Caseinomacropeptide (CMP)( (Visser, 1993, 330).      

تم عن ، وتولى في صناعات الأجبان التقلیدیةالأ الأساسیَّةر الحلیب الخطوة ل عملیة تخثُّ شكِّ تُ 

 .(Eugster, 2017, 586) أو بجمع كلٍ من الطریقتین ریق التفاعل الحمضي أو الأنزیميط

المرحلة الأولى  في ر الحلیب، یقوم أنزیم تخثُّ ر الأنزیمي خلال مرحلتینوتحدث عملیة التخثُّ 

عة في محیط جسیمات المیسل بشكلها المتوضِّ  (К-Casein)سلسلة كازئین كابا  بفصم) الأنزیمیة(

 في كازئین كابا میثونین  106–لانینآفینیل  105 بفصل الروابطالكیموزین  یختصّ و  ،السلیم

(Visser, 1993, 330)،  ر بفصل كازئین كابا عند ر الحلیب الأخرى عملیة التخثُّ تبدأ أنزیمات تخثُّ و

 كابا إلى الباراكازئین ینفصل و . (Fox and McSweeney, 1997, 4) اهذه الرابطة أو بالقرب منه

 (169-106)والكازئینوماكروببتید  ،یبقى ضمن الخثرة الَّذي (Para-К-Casein; 1-105) كازئین كابا

 ج عن إزالة هذا الجزء حالة عدم استقرار للمیسیل وزوال التأثیر الغرويوینتُ  د في المصلفقَ یُ  الَّذي

(Visser, 1993, 330). ع خلال تبدأ الكازئینات بالتجمُّ من كازئین كابا  %85 حوالي وبعد حلمهة

ل روابط تشكَّ ت إذ ،مثالیة pHحرارة مناسبة ودرجة  عند درجة) رمرحلة التخثُّ (المرحلة الثانیة 

ترتبط لاحقاً بأیونات و ، ماسة للكالسیو الحسَّ  الكازئینات الأخرىالباراكازئین و ما بین  هیدروفوبیكیة

 ,Visser, 1993) الماء داخل هذه الشبكة سحبَ ویُ  ،ة الأبعادشبكة ثلاثیّ  شكِّلتُ لالكالسیوم الذائبة 

330; Fox and McSweeney, 1997, 13; Spreer, 1995/2017, 259).  عملیة نجبُّ یلي عملیة التَّ و 

 ,Eugster, 2017, 586; Spreer) (Syneresis)لخثرة وطرد الشرش من الخثرة لانكماش 

1995/2017, 263).   

كازئین في  Phe105-Met106بفصل الرابطة من الناحیة المثالیة ر المُخثِّ نزیم یجب أن یقوم الأ   

وبهذه . ر الحلیب، وبفصل لاحق للكازئینات حصراً بعد الفصل التام للمصلخلال عملیة تخثُّ  كابا

ل ا المستوى المرتفع لتحلُّ أمّ . الأقصى وزیادة مردود الأجبان الحالة یمكن استرداد الكازئین للحدّ 
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إلى تكوین خثرة ذات بنیة  یؤدِّيفیمكن أن  ،)النشاط البروتیولیتي(د حدَّ البروتینات غیر المُ 

ط بدي الكیموزین نشایُ . في المصل وانخفاض مردود الجبن ضعیفة وفقد كبیر للبروتینات والدهن

ر، بینما یظهر كازئین كابا خلال مرحلة التخثُّ  في خاصّ  بشكلٍ  بروتیولیتي منخفض ویظهر تأثیره

. وبارا كابا كازئین كابا، من كازئین كلٍ  في خرىرات الأخثِّ في المُ  مرتفع نشاط بروتیولیتي عام

إلى النشاط  (Milk-Clotting Activity)ر الحلیب وتختلف الأنزیمات بنسبة نشاط تخثُّ 

وبالتالي اختلاف مقدار تحلل الكازئین بالاعتماد على زمن  ،(Proteolytic Activity)البروتیولیتي 

د نواتج تحلیل الكازئین مع فقَ تُ إذ  ،الخثرة عند تصریف المصل pHتماس الخثرة مع المصل و

هي الأنزیمات المناسبة  MCA/PAفالأنزیمات ذات القیمة المرتفعة لـ . المصل خلال تصریفه

      .(Horne and Lucey, 2017, 121; Fox et al., 2017, 315)لصناعة الأجبان 

  :ر الحلیبخثُّ أنزیمات تَ  2-2-1-2-

  :الحیوانیَّةالمنفحة والمُخثِّرات  1-2-2-1-2-

ن منفحة العجول الشكل الأكثر استخداماً لأنزیمات تخثر الحلیب، ویُشكِّل الكیموزین المكوِّ  عدّ تُ 

. (Pepsin c)والجاستریسین  (Pepsin A, Pepsin B)كما تحتوي على البیبسین  ،الأساسي للمنفحة

ناتوتختلف نسب ال  ,Foltmann)وطریقة الاستخلاص  ،والتغذیة ،بحسب عمر العجول مكوِّ

1993, 37, 62-63; Abd-El Salam and Benkerroum, 2006, 174).     

ص الدقیق للأنزیم إلى حلمهة الجزء المحتوى العالي للكیموزین في منفحة العجول والتخصُّ  یؤدِّيو 

وعدم ظهور  ،أقصى عائد للخثرة یُحقِّقالأكبر من كازئین كابا دون الكازئینات الأخرى، ما 

ما ، حق للخثرة خلال مرحلة الإنضاج یسیر ببطءتحلیله اللاّ  ، كما أنَّ رّ الببتیدات ذات الطعم المُ 

 ,Visser) والریولوجیة التقلیدیة المرغوبة حسّیَّةال الخواصّ وإعطاء  ،یضمن عدم تدهور الخثرة

1993, 330; Fox and McSweeney, 1997, 7; Law, 2010, 89).  

 Szecsi) سنة قبل المیلاد 5500صناعة الأجبان إلى حوالي یعود استخدام أنزیمات المنفحة في 

and Harboe, 2013, 37) ، ُفي  1874یع عام ر أول مستخلص تجاري للمنفحة وبِ ضِّ وقد ح

ویُعتقد بأنَّه أول مستحضر أنزیمي  .Chr. Hansen (Law, 2002, 91-92) شركة من قبل الدانمرك

الناتج عن  التجاري ها المستخلصبأنَّ  (Rennet) ف المنفحةعرَّ وتُ  .(Law, 2010, 88)تجاري 
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للعجول أو الحملان أو الجدیان الرضیعة الحاوي على أنزیم الرینین  (abomasa) المعدة الرابعة

ج الناتج عن الحیوانات نتَ ى المُ سمَّ ویُ  .(EC 3.4.23.4) بحالته النشطة والمعروف بالكیموزین

 ,Food and Drug Administration) (Bovin rennet)كر بمنفحة الماشیة البالغة السابقة الذِّ 

2022, para. 1).  

 Jean-Baptisteمن قبل العالم الفرنسي 1840عام جریت المحاولات الأولى لعزل الكیموزین أُ 

Deschamps، الفرنسیة ت التسمیةذَ خِ اتُّ  إذ Chymosine  ًمن الكلمة الإغریقیة ابتداءKhymos 

 Lea واقترح ،Pexinو Chymaseمثل تسمیات أخرى  متخدِ استُ  كما .العصارة وتعني

 ,Szecsi and Harboe, 2013) (Rennet) تسمیة المنفحة شتق منالمُ  Renninاسم  Dickinsonو

 ،renin (EC 3.4.23.15) فرز من الكلىأنزیم الرینین المُ  تسمیة اختلط مع الَّذيالأمر  ،(37-38

 الَّتي ،(Chymosin) غة الإنجلیزیةباللُّ العودة إلى التسمیة الأصلیة  Foltmannاقترح  وبالتالي

  .(Webb, 1992, 404) والبیولوجیة الجزیئیة الحیویَّةالاتحاد العالمي للكیمیاء  اعتمدها لاحقاً 

وبالتالي العجول  ،القرن العشرین ات منیّ خلال فترة الخمسینعداد الأبقار في تعام سُجِلَّ انخفاض 

 إلى ىما أدّ ، ة في الحصول على اللحمبغالرَّ انخفاض أعداد الولادات و بح نتیجة المتاحة للذّ 

ات بشكل یّ ینتِّ كما ازداد إنتاج الأجبان في بدایة السِّ  .انخفاض العرض على المنفحة وغلاء سعرها

فزَّت هذه الحالة البحث عن حَ . رةالتقلیدیة المتوفّ ما قاد إلى استنفاذ مصادر المنفحة ملحوظ، 

 ,Andre´n, 2011)لتغطیة الاحتیاجات المتزایدة من المنفحة لصناعات الأجبان  مصادر بدیلة

576; Quaglia and Gennaro, 2003, 2133-2134; Uniacke-Lowe and Fox, 2017, 92) .      

من أوائل بدائل المنفحة  (Procine Pepsin)الببسین المستخلص من معدة الخنزیر  عدّ یُ 

 ؤخذ علیه أنَّ ة من منفحة العجل، ویُ ئكافِ م بشكل مفرد أو ممزوجاً بنسب مُ خدِ ستُ المستخدمة حیث ا

  pHض للتثبیط عند درجات الحرارة والـویتعرَّ  pHر للحلیب مشروط بقیم الـ خثِّ نشاطه المُ 

 اً بروتیولیتی اً ظهر نشاطیُ  الَّذيخدم ببسین الدواجن، كما استُ . جبانمة في صناعة الأستخدَ المُ 

 وعین نادر الاستخداممن النَّ  أضحى كلٌّ  وقد غیر مناسب لمعظم أنواع الأجبان، اً مرتفع

(Andre´n, 2011, 576) .  
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ناتبنسب التختلف لماشیة أنزیمیاً منفحة العجول و منفحة امنفحة الجدیان والحملان و ه شابِ تُ  ، مكوِّ

والببسین بنسبة  88-94%على الكیموزین بنسبة  العجول والجدیان والحملان منفحة تحتويإذ 

ویرتفع  10-20%نسبة منخفضة للكیموزین ) بعد الفطام(، بینما تحتوي منفحة الماشیة %12-6

 Foltmann, 1993, 44; Abd-El) بإهمال نسبة الجاستریسین، 80-90%إلى  لبیبسینمحتوى ا

Salam and Benkerroum, 2006, 174; Law, 2002, 92-93).  وقد تحتوي بعض أنواع المنفحة

فة لاحقاً للعجول صنع من المعد المنقوعة والمجفَّ تُ إذ  ،على اللیباز كما في معجون المنفحة

ستخدم في صناعة الجبنة الإیطالیة والحملان والجدیان المذبوحة بعد عملیة الرضاعة مباشرة، وتُ 

منفحة الجدیان والحملان ومنفحة الماشیة لهذه  عدّ وتُ  .(Harboe et al., 2010, 100) التقلیدیة

ل شكِّ تُ و . وهي أكثر مناسبة لتخثیر حلیب نفس الحیوان ،الأنواع غیر مناسبة لتخثیر حلیب الأبقار

 یعطي المحتوى المرتفع للببسین  أنَّ ، إلاّ منخفض التكلفة اً شائع اً تقلیدی بدیلاً  بقارمنفحة الأ

 .pH (Harboe et al., 2010, 100)لـ ة عالیة اتجاه ایولیتي عام مرتفع وحساسیّ المنفحة نشاط بروت

ت التعاریف الرسمیة للاتحاد نصَّ فقد ر الحلیب ونظراً للمصادر العدیدة والمتنوعة لأنزیمات تخثُّ 

المنفحة على قتصر تسمیة تعلى أن  International Dairy Federation (IDF) الدولي للألبان

ى سمَّ فتُ  ،المیكروبیة ةً خاصّ  ،الأخرىا أنزیمات التخثر أمّ  .رة من معد المجتراتحضَّ المواد المُ 

أنواع البروتیاز  جمیعوتعود  .(Law, 2010, 89; Andre´n, 2011, 576) (Coagulants)رات خثِّ مُ 

اسباراتیك ( اسباراتیك البروتیازاتإلى مجموعة الأخرى والمخثرات الفطریة  الحیوانیَّةفي المنفحة 

  .(Foltmann, 1993, 37)بالبروتیازات الحامضیة سابقاً  سُمیَّتقد و  ،(EC 3.4.23) )الببتیدیزات

  :النباتیَّةالمُخثِّرات  2-2-2-1-2-

، ومن منذ القدم إلى جانب الأنزیمات التقلیدیة ذات المنشأ الحیواني النباتیَّةرات خثِّ ت المُ مَ خدِ استُ 

في صناعة الأجبان  خاصّة، الغذائیَّةالاستخدام في الصناعات شائعة  النباتیَّةأكثر البروتیازات 

،  Ananas comosusمن الأناناسالبرومالین و ، Carica papayaمن نبات البابایا  البابایین

 Ficus racemosa, Ficusالتین  أشجار مختلفة من نواعلأ المادة اللبنیة منالمعزول والفیسین 

carica sylvestris ،خدم ستَ كما یُ  .إلى مجموعة سیستیئین بروتیاز تراخثِّ مُ هذه ال وتعود

، Cynara cardunculus الشوكي من أزهار الخرشوفالمستخلصة والسیبروسین  الكاردوسین

 .بروتیازوتعود إلى مجموعة أسبارتات  Cynara scolymus من الخرشوف السكولیمي السینارازو 
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 Lactucaمن الخس ن یوستواللی  Cucumis meloمن البطیخ الأصفر  الكوكومیزینبالإضافة إلى 

sativa تاج الأجبان التقلیدیة لإن النباتیَّةرات خثِّ خدم المُ ستَ وتُ  .وتعود إلى مجموعة سیرین بروتیاز

 Shah and) أوروبا جنوب وبلدان أفریقیا، غرب المتوسط، الأبیض لبحرفي منطقة ا بشكل رئیس

Paray, 2014, 6-9).  الكازئینات  جمیعاتجاه  اً مرتفع اً بروتیولیتی اً نشاط النباتیَّةرات خثِّ بدي المُ تُ و

 De) اً رّ مُ  اً ، وطعماً طری اً قوامو انخفاض مردود الأجبان، ما ینتج  ،الحیوانیَّةبالمقارنة مع المنفحة 

Renobales et al., 2013, 110).   

  :رات المیكروبیةخثِّ المُ  3-2-2-1-2-

على تغطیة النقص في المنفحة بإیجاد بدائل بالاعتماد على الأحیاء  تخمیرعملت صناعات ال

رضیة في العدید من أنواع الأجبان ولاقت قبولاً الدقیقة، وقد أعطت الأنزیمات المیكروبیة نتائج مُ 

البكتیریة والفطریة لإنتاج البروتیاز، ر المئات من الأنواع بِ اختُ  وقد .واسعاً في معظم البلدان

ر خثِّ إفراز الأنزیم المُ  الأنواع البكتیریة القدرة علىمن  عدیدإلى إظهار ال الأولى أشارت التقاریرو 

  :ومن أهمها ،للحلیب

Serratia marcescen, Streptococcus Liquefaciens, Streptomyces sp., Bacillus 
mesentericus, B. cereus, B. subtilis, B. brevis, B. fusiformis, B. polymyxa (Arima et 
al., 1967, 540-545; Sardinas, 1972, 50f). 

رات البكتیریة نتائج مجدیة في صناعة خثِّ المُ لم یكن لاستخدام  برغم القدرة على تخثیر الحلیبو 

 غیر  اً مرتفع اً بروتیولیتی اً بدي البروتیاز البكتیري نشاطیُ العدید من أنواع الأجبان، إذ 
ّ
 نوعي

 الجودة في المصل وانخفاض نتروجینالدهن وال في خسارةمن  ب علیهما یترتَّ و  ،βو αللكازئینات 

حال دون  وهذا ما .ة في الجبن المنضجخاصّ  رّ وظهور الببتیدات ذات الطعم المُ  مردود الخثرةو 

كرت في أدبیات البحث العلمي ذُ  الَّتيالإیجابیة رغم النتائج العرضیة  ،ع في الإنتاج التجاريّ التوسُّ 

  .(Sternberg, 1976, 148ff) لآخر من وقتٍ 

  من أبرزهاو  ،ر الحلیبجة لأنزیم تخثُّ نتِ عن أعداد كبیرة من الفطریات المُ  بلغت التقاریرأ

Ascochyta visa, Aspergillus candidus, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, 
Aspergillus parasiticus, Basidiobolus ranarum, Byssochlamys fulva, Colletotrichum 
atramentarium, Conidiobolus brefeldianus, Conidiobolus villosus, Coriolus consors, 
Coriolus hirsutus, Endothia parasitica, Entomophthora apiculata, Entomophthora 
coronate, Fomitopsis annosa, Fomitopsis pinicola, Fomitopsis rosea,  lrpex lacteus, 
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Mucor miehei, Mucor pusillus, Mucor rouxii, Rhizopus sp. (Arima et al., 1967, 540-
545; Sardinas, 1972, 56f).  

مرتفع جداً، وقد بروتیولیتي أثر  رات الفطریةخثِّ كان لمعظم المُ  ،وكما هو الحال في البكتیریا 

 فطریة أنواع ةوقد أثبتت ثلاث .ف نظراً لنتائجها الواعدةكثَّ مُ التقییم لبعض الأنواع ل تخضع

(Endothia parasitica, Mucor miehei, M . pusillus)  َّتسویق على لل كافٍ  ها مناسبة بشكلٍ أن

  .(Sardinas, 1972, 59-65; Iwasaki et al., 1967, 546-551) واسع نطاقٍ 

إلى  ة للاستخدام كبدائل للمنفحة ووصلعدد قلیل من المصادر المیكروبیة الشروط الملائم قَ حقَّ 

، إذ إلى آخر رغم استمرار البحث والإبلاغ عن مصادر جدیدة من حینٍ  جاريّ عتبة الإنتاج التِّ 

 ،Mikiو ،Marzymeو ،Formase، وRennilase، وHannilase یات تجاریة مثلر تحت مسمَّ تتوفَّ 

 Mucorمن جة نتَ المُ  Emporase، وMeito، وNouryو ،Mucor miehei جة مننتَ المُ Modilase و

pusillus (Lindt)و ،Suparenو ، Sure Curd منEndothia parastica، و Mikrozymeمن 

Bacillus subtilis (Scott, 1998, 154-155) . ُأو  نهجَّ جات الكیموزین المُ نتَ بالإضافة إلى م

بالكیموزین  الخاصّ الجین  إدخالب جةوالمُنتَ تلقى رواجاً واسعاً،  الَّتي، "تخمیرج بالنتَ المُ  الكیموزین"

 Aspergillus niger، وEscherichia coliو ،Kluyveromyces lactis عیل المناسب مثلضمن المُ 

(Scott, 1998, 155, 157; Law, 2010, 91; Harboe et al., 2010, 100f).  

 Cryphonectria or Endothia parasiticaمن فطر  endothiapepsin (EC 3.4.23.22) الأنزیم

 5.5 تقُارب )pI(مثالي ونقطة تعادل كهربائي  pHز بـ ، یتمیَّ سباراتیك بروتیازالاحد أنزیمات هو أ

إلى  نشاط تخثر الحلیب للأنزیم بدایةً  بَ سِ نُ . وتبدو هذه القیمة حامضیة للتخثیر الطبیعي للحلیب

لاحقاً ضح تأثیره یقوم الكیموزین بتفكیكها، لیتَّ  الَّتي (Phe105- Met106)نفس الرابطة  فيالتأثیر 

نشاط  Endothiapepsinبدي أنزیم یُ . Ser104-Phe105 (Cooper, 2013, 147)لرابطة ه لبفصل

في الأجبان  رّ ویمیل لإنتاج الطعم المُ  ،Mucorpepsinأعلى منه في الكیموزین وأنزیم  بروتیولیتي

ر المستخلصات غیر المنقاة تماماً بالإضافة إلى ظهِ وقد تُ  .ذات المحتوى الرطوبي العالي

غم من استخدام أنزیم وعلى الرّ . یمات البروتیاز واللیباز الأخرىالأسباراتیك بروتیاز بعض أنز 

Endothiapepsin  ٍأنزیم  عدّ یُ ما،  إلى حدMucorpepsin  الأكثر استخداماً في صناعة الأجبان

(Scott, 1998, 157).     
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ج نتَ هو أحد أنزیمات اسباراتیك بروتیناز المیكروبیة والمُ  ،Mucorpepsin (EC 3.4.23.23)الأنزیم 

عاد تصنیفها إلى الجنس والمُ  Mucor pusillus، و Mucor miehei بوساطة الفطریات الزیجیة

Rhizomucor  ، بتسمیات عدیدة مثلوعلیه ارتبط Mucor pusillus pepsin (rennin)، و Mucor 

miehei pepsin (rennin)، وaspartic proteinases of M. pusillus and M. miehei.  یتقارب و

، ، كما أنَّ تراكیبهما الأنزیمیة متشابهة للغایةبشكل كبیر من الناحیة التصنیفیة نایالنوعان الفطر 

لوجیا و والمیكروبی الحیویَّةمن قبل الاتحاد الدولي للكیمیاء  Mucorpepsin التسمیة تدموقد اعتُ 

 Beppu and) وعین بشكل مختلفمن كلا النَّ  ینالتعامل مع الأنزیم یتمّ ، و (IUBMB)الجزیئیة 

Nishiyama, 2013, 154).  

 مولِّد أنزیمي لة أوفعَّ غیر مُ  (precursors) ة بصورة سلیفةالأنزیمات البروتیولیتیّ  العدید منق خلَّ یُ 

(Zymogen)  ُّالمكاني والزماني للنشاط  التَّنظیمولتمكین  ل البروتینات غیر المرغوبة،لمنع تحل

 ل المحدود لجزء التفعیلالتحلُّ  بشكلٍ عامّ عن طریق د الأنزیميتفعیل المولِّ  تموی. البروتیولیتي

الآزوتي في الأنزیم والشكل الأكثر شیوعاً لجزء التفعیل هو الامتداد الطرفي  ،أو إزالته المُثبِّط

المركز الفعّال  وصول الركائز إلى یحول دون الَّذي ،(prosegment) ، أو الجزء الإشعاريامّ التَّ 

(Khan and James, 1998, 815).  ب یتركَّ وMucorpepsin  ِّز رمِّ یقوم الجین المُ و د أنزیمي، كمول

نة من تسلسل إشارة لاثنین مكوَّ  بترمیز سلیفة، R. pusillusو R. miehei  من فطر في كلٍ 

من  اً مكون اً تام اً وأنزیم اً أمینی اً حمض 47من  اً مكون اً إشعاری اً لتكوین ببتید اً أمینی اً وعشرین حمض

 N-linked) للارتباط بالجلیكوزیل N موقعین ظ وجودولوحِ . R. mieheiفي  اً أمینی اً حمض 361

glycosylation; Asn79 and Asn188)  الأمینیة لبروتیاز الحموضفي تسلسل R. miehei  

(Beppu and Nishiyama, 2013, 155)،  ُالوزن الجزیئي لأنزیم  رَ دِّ قMucorpepsin  لفطرR. 

miehei 41800 بحوالي Da 42000الأمینیة، و الحموضتحلیل الاعتماد على ب Da  باستخدام

           .(Schomburg et al., 2002, 109) (SDS-Page)الرحلان الكهربائي 

غم من اعتماد ، على الرّ pH 4حوالي  Mucorpepsinالمثلى لأنزیم درجة الحموضة  تبلغ قیمة

 pHإذ تبلغ القیم المثالیة  .(Beppu and Nishiyama, 2013, 155) الركازةالقیمة الدقیقة على نوع 

 ,Schomburg et al., 2002) للكازئین pH 5.6وللأنسولین،  Bللسلسلة  pH 4و للهیموغلوبین، 3.8
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مضیاً ح المُخرَّبأو الهیموغلوبین  ،قاس النشاط البروتیولیتي للأنزیم باستخدام الكازئینویُ  .(108

  .(Beppu and Nishiyama, 2013, 155) كركائز

ن من مكِّ یُ  ام ،اً نسبیّ  اً منخفض اً بروتیولیتی اً نشاطو  مرتفعاً، راً مُخثِّ  اً نشاط Mucorpepsinبدي أنزیم یُ 

 Phe105-Met106على فصل الرابطة بشكل تفضیلي یعمل الأنزیم و  .ر للحلیبخثِّ استخدامه كمُ 

د النشاط المخثر للحلیب بالاعتماد على حدَّ ویمكن أن یُ  .ر الحلیبب تخثُّ سبِّ في كازئین كابا لیُ 

-Arima et al., 1967, 541) من مسحوق الحلیب المقشود 10%الزمن اللازم لتخثیر محلول 

 التعبیر عن النشاط  یتمّ و  .(542
ّ
ر الحلیب لكل وحدة بروتین بعد قیاس للأنزیم بنشاط تخثُّ  النَّوعي

تلك  Mucorpepsinالأنزیمیة لأنزیم  الخواصّ ل ماثِ وتُ  .280nmالامتصاصیة عند طول موجة 

بفعل  Mucorpepsinط أنزیم ثبَّ ویُ  .(Beppu and Nishiyama, 2013, 155) في الكیموزین الَّتي

 diazoacetyl-DL norleucine methyl ester مثل طات العامة لأنزیمات اسباراتیك بروتینازثبِّ المُ 

(DAN)1,2، و-epoxy-3-(p-nitrophenoxy) propane (EPNP) ،بیبستاتینوال (Beppu and 

Nishiyama, 2013, 155).   

 .رات المیكروبیة المستخدمةخثِّ من أوائل المُ  R. pusillusلفطر  Mucorpepsinأنزیم  عدّ یُ    

ر ویقل زمن التخثُّ بثلاث مرات،  العجول یفوق منفحةبما حلیب الر تخثُّ مرتفع لویمتاز بنشاط 

رات خثِّ كما في المُ  ،pHدة اتجاه الـ قیَّ كما أنَّ فعالیته غیر مُ  .الكالسیومبزیادة تراكیز أیونات 

، لكن لیس ةروماتیبفصل الروابط الببتیدیة عند البواقي الأمینیة الأ یقوم الأنزیمو . الأخرى

 اً مرتفع اً بروتیولیتی اً نشاط ه یبديأنَّ  كما.  R. mieheiیظهره بروتیاز فطر  الَّذيص نفسه بالتخصُّ 

إلى إنتاج خثرة قاسیة وفقد الخثرة للدسم  یؤدِّيما  ،R. mieheiیفوق منفحة العجول وبروتیاز فطر 

رات خثِّ ومردود للأجبان الناتجة أقل منه في المُ ) دسم في المصل 0.4-0.5%(في المصل 

بشكل أكبر في الأجبان المنضجة، لذا یستخدم للأجبان  رّ كما یمیل لإنتاج الطعم المُ  .الأخرى

ستخدم ممزوجاً مع ببسین الخنزیر لصناعة بعض أنواع وقد یُ . ذات فترة الإنضاج القصیرة

 ویرتط یتمّ و . ما یعیب المصل عند الاستخدام اللاحقویستمر نشاطه في المصل،  .الأجبان

 جمیعر لتنقیة خثِّ الأنزیمیة غیر اللازمة في المُ لإزالة المواد والنظم جدیدة  وسائل تنقیة

 ,Scott)نشاط بروتیولیتي أقل ر الحلیب و إعطاء نتائج أجدى لتخثُّ و المیكروبیة مستخلصات ال

1998, 156).       



19 
 

كما  pH 5.5-7 على تحلیل الكازئین بسرعة كبیرة في المجال R. mieheiیعمل البروتیاز من فطر 

 .Rویفوق النشاط البروتیولیتي لبروتیاز  .في هذا المجالβ و α كازئینات استهدافیعمل على 

miehei  عند في الخثرة  رّ ینخفض احتمال حدوث الطعم المُ لكن النشاط البروتیولیتي للكیموزین

نسبة (بالنسبة إلى النشاط البروتیولیتي  اً مرتفع راً مُخثِّ  اً نشاطالأنزیم ر ظهِ یُ و . استخدام هذا الأنزیم

MCA/PA رات الأخرى،خثِّ مقارنة مع المُ  اً مرتفع اً حراری اً ظهر الأنزیم استقرار كما یُ  .)مرتفعة 

 C° 42وتبلغ درجة الحرارة المثلى  ،C° 45-37والأنزیم سریع الاستجابة في المجال الحراري 

زم وقت المن  إضافة كلورید الكالسیوموتُخفِّض . C° 70ویتخرَّب عند الدرجة  لإحداث الأنزیم اللاَّ

 إلى إبطاءق التحضیر ائإضافة كلورید الصودیوم في بعض طر  يتؤدِّ ما ر إلى حدٍ كبیر، بینلتخثُّ ل

 أشاروقد  .(Scott, 1998, 155) ویُستخدم الأنزیم بنجاح للعدید من أنواع الأجبان ،رعملیة التخثُّ 

Preetha و Boopathy)1997 ،575f(  نشاط تخثُّر الحلیب لبروتیاز وصول إلىR. miehei  إلى

كما  .عند التراكیز الأعلى النشاط نخفاض، واكلورید الكالسیومل M 0.4عند تركیز أعلى قیمة 

النشاط الحالّ للبروتین عند إضافة كلورید  ازدیادر و نشاط التخثُّ  انخفاضإلى  أشار الباحثان

تحقُّق أعلى  إلى )586f، 2012(وزملاؤه  Fodaأشار و  .M 0.5-0.1 ضمن المجالالصودیوم 

وظهور ، M 0.05 بتركیزكلورید الكالسیوم عند وجود  R. mieheiلتخثُّر الحلیب لبروتیاز  نشاط

إضافة إلى انخفاض نشاط التخثُّر عند  الباحثونكما أشار . تأثیر مُثبِّط عند التراكیز الأعلى

  .3%عن بتراكیز تزید كلورید الصودیوم 

رات المیكروبیة وأكثرها انتشاراً، خثِّ من أفضل أنواع المُ  R. mieheiالبروتیاز من فطر  عدّ ویُ 

 ,TL)ن النَّوعی، و (Type L) مُعدَّلالنوع الطبیعي غیر ال: أنواع ةوفق ثلاث التِّجاریَّةوتتوافر منتجاته 

XL) لسلسلة المیثونین الجانبیة لتخفیض الاستقرار الحراري  الكیمیائیَّةكسدة الأ بوساطةة مُعدَّلال

كما . ص من الأثر البروتیولیتي للأنزیم في المصل للاستخدام اللاحق للمصلن من التخلُّ مكِّ مما یُ 

من الأنزیم الأصلي، رغم الاستخدام الواسع للأنزیم الأصلي أقل  نشاط بروتیولیتي ذاتها أنَّ 

  . (Law, 2002, 94)لمختلف أنواع الأجبان

بات كاستیفاء المتطلّ  ،ر لعملیة تصنیع الأجبان على العدید من الاعتباراتخثِّ اختیار نوع المُ یعتمد 

أو ، اً عضوی اً منتجكأن یكون ( كستهلِ للمُ  بات الأخرىالمتطلّ و  ،لامةقة بالنقاء والسَّ القانونیة المتعلِّ 

 نسبةالو ، وجودتها ود الأجباندمر  بالحسبانالتكلفة الاقتصادیة مع الأخذ و  ،)..حلالاً أو ، اً نباتی
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تنعكس على القوام  الَّتي (MCA/PA; C/P)ر الحلیب إلى النشاط البروتیولیتي نشاط تخثُّ المرتفعة ل

لمقدار من الحلیب خلال زمن  مستقرَّةجرعة معینة على تكوین خثرة قدرة ( رخثِّ ة المُ قوّ و  والنكهة،

ودرجات الحرارة المستخدمة  pHر عند قیم الـ خثِّ استقرار المُ ، C/Pنسبة الب عموماً وترتبط ) معین

تطویر نكهة  رات الممكنة خلال معاملات التصنیع،غیُّ لاستقرار اتجاه التَّ او  في تصنیع الأجبان

التخزین وسهولة  إمكانیّةخلال بسترة الشرش، بالإضافة إلى  التَّثبیطو ، الطبیعیَّةوقوام الأجبان 

غم من التاریخ القدیم للمنفحة والمخثرات وعلى الرّ  .(Harboe et al., 2010, 124-125)الاستخدام 

لا تزال غیر مفهومة  ،ولا سیما وظائفها ،ر الحلیبخثُّ فإنَّ العدید من الجوانب المتعلقة بأنزیمات تَ 

 تطویر استمرار عالمتوقَّ  ومن ،تدریجیاً  نلأجباال صناعة لعملیة تفصیليال فهمال یزدادوس. تماماً 

  .(Harboe et al., 2010, 125) ر الحلیبجدیدة لتخثُّ  نزیماتأ

  :وثباتیّته الأنزیم حركیَّة 3-1-2-

حدوث  مُعدَّلتنشیط وتثبیط الأنزیمات و  مُعدَّلب خاصّةالأنزیم المعلومات ال حركیَّةتُوَفِّر دراسة 

التركیز و زمن التفاعل، حدوث التفاعل المُحَفَّز أنزیمیاً بالعدید من العوامل ك مُعدَّلر ویتأثَّ . التفاعل

ل ة، مُتَمِّموالتنشیط بفعل العوامل ال ،، ودرجة حرارة التفاعلpHالـ  قیمو ، الركازةي للأنزیم و الأوَّ

 ;Van Oort, 2010, 8-11) ، ووجود العوامل المُثبِّطة(allosteric regulation)التفارغي  التَّنظیمو 

Dutta et al., 2005, 127).  

عند درجة حرارة، ودرجة  الركازةعلى  تركیز الأنزیم وتركیز التفاعل الكیمیاحیوي  مُعدَّلیعتمد و 

pH  َّالركازةلي للتفاعل طرداً مع تركیز الأنزیم عند بقاء تركیز الأوّ  مُعدَّلویتناسب ال. نةمعی 

اً على خَطِّیّ التفاعل یعتمد  مُعدَّلوبقاء تركیز الأنزیم ثابتاً فإنَّ  الركازةوباختلاف تركیز . فائضاً 

وفي النهایة ومع وصول سرعة التفاعل إلى قیمة  .(first-order kinetics)بدایةً  الركازةتركیز 

 zero-order)تبة الصفریة أي لا یتبع لتركیز المواد المتفاعلة فإنَّ التفاعل یتبع للرُّ  (Vmax)محدودة 

kinetics) . وتُعبِّر السرعة القصوى(Vmax)  عند الإشباع الكامل للأنزیم  التفاعل مُعدَّلعن

 Michaelis ویعرَّف ثابت. بط الأنزیمیةمواقع الرّ  لجمیعلإشغال المستمر اشیر إلى ما یُ  ،الركازةب

(Km)  َّزةالأنزیم للرُّكاقابل لنصف السرعة القصوى، ویتناسب عكساً مع ألفة المُ  الركازةه تركیز بأن 

(Roberts and Gibb, 2013, 25) ، شیر قیم تُ وKm  الركازةالمنخفضة إلى حاجته المنخفضة من 

للوصول إلى  الركازةبات المرتفعة من المرتفعة إلى المتطلّ  Kmشیر قیم عاً، في حین تُ شبَ لیصبح مُ 
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والمشتق من مصادر  لتفاعلنفس از لحفِّ الأنزیم المُ  كر بأنَّ الجدیر بالذّ و  .أقصى سرعة للتفاعل

لكل مختلفة  Kmوقد یبدي الأنزیم ذاته قیم  ،شدیدة الاختلاف Kmبقیم یمتاز مختلفة یمكن أن 

اختلاف فعالیة بروتیاز  )8، 2021(وزملاؤه  Wang فقد أظهر .(Robinson, 2015, 13) ركازة

Rhizomucor miehei  َّب في المؤشAspergillus niger  الفعالیّةبلغت اتجاه الركائز المختلفة، إذ 

أقصاها اتجاه الكازئین، وانخفضت اتجاه الهیموغلوبین، فالمیوغلوبین، فالألبومین البقري، ثمَُّ 

 µmol/min/mg 3583و mg/mL 3.16 هذه الركائزاتجاه  Vmaxو Kmوبلغت قیم . حلیب الفرز

 3623و mg/mL 5.43و للهیموغلوبین، µmol/min/mg 4572و mg/mL 5.88، وللكازئین

µmol/min/mg ،1.56و للمیوغلوبین mg/mL 1732و µmol/min/mg بناءً  ،للألبومین البقري

لفة الأ )1065، 2016(وزملاؤه  Da Silva وقد أظهر .المُتشكِّلةالتیروزین  كمِّیّةعلى تقدیر 

بلغت قیمة ثابت میكالیس  إذ،  k-casein سلسلة اتجاه Rhizomucor mieheiبروتیاز ل العالیة

"0.036".   

ر ما یؤثِّ  الركازةمن الأنزیم و  في الصفات الأیونیة للمجامیع في كلٍ  pHیمكن أن تؤثِّر درجة الـ 

ال في الأنزیم، وغالباً ما تكون هذه التأثیرات غیر قابلة الفعَّ  مركزبال الركازةارتباط  مُعدَّل في

ي هذه القیم إلى تخریب تؤدِّ  إذفاً، عند القیم الحمضیة أو القلویة الأكثر تطرُّ  ةً خاصّ  ،للعكس

وبالتالي فقدان  pHللـ  الطبیعیَّةللأنزیم عند استعادة القیم  الطبیعیَّةالبروتین وعدم استعادة الحالة 

 الطبیعیَّةقد لا تتطابق مع القیم  ،كر أنَّ القیم المثلى للأنزیموالجدیر بالذّ . الأنزیمیة الفعالیّة

 ,Robinson)الأنزیم  في الداخلي pHالمحیطة داخل الخلایا، ما یشیر إلى التأثیر المهیمن للـ 

اختلاف قیم الـ  حركیَّةفي دراسة  )Boopathy)1997 ،573 و Preetha وقد أظهر. (16 ,2015

pH  ٍر الحلیب، والنشاط البروتیولیتي لبروتیاز من نشاط تخثُّ  المثلى لكلRhiomucor miehei ،إذ 

   .التَّواليعلى  4.1و 5.6بلغت هذه القیم 

تأثیر درجة الحرارة في فعالیة الأنزیم تأثیراً معقداً، إذ یظهر هذا التأثیر في اتجاهین  عدّ یُ 

الحركة الجزیئیة  مُعدَّلة الأنزیم، فبارتفاع درجة الحرارة یزداد وثباتیّ  حركیَّةمن  متعاكسین في كلٍ 

اعتماداً  ه الطبیعة البروتینیةالتفاعل، بینما یحدث تعطیل تدریجي للأنزیم بفعل تشوُّ  مُعدَّلوبالتالي 

، Boopathy)1997 و Preetha أشاروقد  .(Robinson, 2015, 16f) التعرُّض للحرارة مُدَّةعلى 

ضه من نشاطه البروتیولیتي عند تعرُّ  50%لحوالي  Rhiomucor mieheiإلى فقد بروتیاز  )575
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 C̊ 65حرارة درجة الض لدقیقة، وتثبیط كامل لهذا النشاط عند التعرُّ  30 مُدَّةل C̊ 45حرارة درجة الل

 وأوضح. لحرارةاالارتفاع في درجات اتجاه ر الحلیب نشاط تخثُّ ل ة أكبروثباتیّ دقیقة،  30 مُدَّةل

Ataci تأثیر درجتي الحرارة والـ  )1756، 2009( وزملاؤهpH الحلیب للبروتیاز  تخثُّرنشاط  في

المعتدلة لنشاط  pH، حیث أظهرت دراستهم تغییر قیم الـ Rhiomucor mieheiمن  المُنتَج

درجتي و pH 7 الحلیب عند درجة  تخثُّر، إذ لم یظهر نشاط الحراریَّةالبروتیاز وثباتیته 

 .ذاتها درجتي الحرارة ندع 6 و pH 5بینما ظهر النشاط الأنزیمي عند قیم  ،C̊ 60و  C̊ 55الحرارة

قَ أفضل نشاط أنزیمي وأقصى ، وتحقَّ pHالحراري للبروتیاز بانخفاض قیم الـ  الثَّباتكما ازداد 

 جمیععند  C̊ 70حرارة الولم یظهر أي نشاط للبروتیاز عند درجة  .pH 5 ثبات حراري عند درجة

وكان لدرجة . C̊ 60و  C̊ 55درجتي الحرارةعند  pH 6وقد ظهر النشاط الأنزیمي عند . pHقیم الـ 

ت أعلى تحقَّقَ ، كما C̊ 65حرارة الالحلیب لغایة درجة  تخثُّرأفضل تأثیر في ظهور نشاط  pH 5الـ 

 Da Silva أشارو . 7-5مجال الضمن  pHوقیم  C° 45عند درجة الحرارة  تخثُّرقیم لنشاط ال

 Rhiomucorلبروتیاز للبروتین  الحالّ لنشاط إلى تحقُّق أعلى قیمة ل )1059، 2016(وزملاؤه 

miehei  عندpH 5.5  55حرارة الودرجة C̊ مجال ضمن الأنزیم إلى استقرار  أشاروا، وpH 3-5، 

  . دقیقة 60  مُدَّةل C̊ 45ودرجات حرارة تصل حتى 

سرعة التفاعل المُحفَّز أنزیمیاً بشكل مباشر أو غیر مباشر عن طریق  تُخفِّض المُثبِّطات من

  .الفعّال ركزالتأثیر في الخصائص التحفیزیة للم

للأنزیم بفضل  المركز الفعّالالانعكاسیة بشكل تنافسي عن طریق الارتباط ب المُثبِّطاتقد تعمل  

ل السمة الرئیسة للمثبطات الانعكاسیة مثَّ للأنزیم، وتت الطبیعیَّة الركازةالتشابه الهیكلي التام مع 

، وبالتالي الركازةعند استخدام تراكیز مرتفعة من  المركز الفعّالإزاحتها من  إمكانیّةالتنافسیة في 

زیادة  عن طریق Kmطات الانعكاسیة التنافسیة من قیمة ثبِّ تزید المُ و . استعادة النشاط الأنزیمي

     . Vmaxر من قیمة غیِّ ها لا تُ اللازم لإشباع الأنزیم، إلا أنَّ  الركازةتركیز 

 ركزز عن المتمیِّ مُ  ركزالارتباط بمالانعكاسیة بشكل غیر تنافسي عن طریق  المُثبِّطاتوقد تعمل 

، ولا یمكن الركازةب حق رغم عدم ارتباطها بالموقع الخاصّ ، ما یمنع التفاعل اللاّ للأنزیم الالفعّ 

على تقلیل تركیز الأنزیم  المُثبِّطاتتعمل هذه . الركازةبزیادة تركیز  التَّثبیطب على هذا التغلُّ 

في حین ترتبط  .Kmر من قیمة غیِّ ها لا تُ ، إلا أنَّ Vmaxالنشط في وسط التفاعل وبالتالي تخفیض 
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اللاانعكاسیة كمركبات الفوسفور العضوي بالأنزیم بشكل دائم وغالباً ما تكون ذات  المُثبِّطات

، Boopathy )1997 و Preetha أشاروقد  .(Roberts and Gibb, 2013, 28-32)ة یَّ مِّ طبیعة سُ 

 إلى التأثیر السَّ  )575
ّ
 Rhiomucorالحلیب لبروتیاز  تخثُّرلكلورید الصودیوم في نشاط  لبي

miehei ،وبالتالي انخفاض نسبة وتأثیره المُحفِّز للنشاط البروتیولیتي ،MCA/PA .أشار  كما Da 

Silva  بروتیاز للي انخفاض كبیر في النشاط التحلُّ إلى  )1064-1063، 2016(وزملاؤه

Rhiomucor miehei  كبریتات لوریل الصودیوم، والألمنیوم، وكلورید النحاسیك، تحت تأثیر

  . "A" بستاتینیالب البروتیاز بفعل الأكبر التَّثبیط أشاروا إلىو 

  :الفطریات 2-2-

 غذیة وتتراوحة التَّ ما جعلها غیر ذاتیّ  الفطریات هي أحیاء حقیقیة النواة تخلو من الكلوروفیل 

وغالباً . الخلویَّةة للغذاء، تحتوي على الكیتین في جدرانها متصَّ مُ ، ة إلى الطفیلیةمیَّ تغذیتها من الرُّ 

ن أجسامها من خیوط متجانسة الأقطار تقریباً حاویة دة الخلایا وتتكوَّ متعدِّ ما تكون الفطریات 

جة نتِ مُ ، (Thallus) وحدة تركیب الأجسام الفطریة مثِّلتُ  الَّتي، نویة یطلق علیها الهیفاتعلى الأ

الفطریات ع تتوزَّ و  .غالباً ما تكون وحیدة الخلیة وتتكاثر بالتبرعم الَّتيفیما عدا الخمائر  ،للأبواغ

ة بالدرجة الثانیة ة للفطریات وتأتي البیئة المائیّ ل فیها التربة البیئة الرئیسشكِّ تُ  على بیئات مختلفة

(Carlile, 2001, 1, 3, 12, 14).  

ة، الأنشطة البشریّ  فية السَّلبیّ ة و الاقتصادیة للفطریات من خلال التأثیرات الإیجابیّ  همِّیَّةز الأوتبرُ 

التأثیر الإیجابي ظهر ی ،ة وأمراض النباتات والحیواناتتلف المواد الغذائیَّ دورها في  فرغم

ات والتخمیر والأدویة والصناعات استخدامها في صناعات المعجنّ  من خلاللفطریات ل

والأدوار  الفطریات عوتنوُّ وفرة ویعود ذلك إلى  .بالإضافة إلى استخدامها كغذاء ،ةالبیوتكنولوجیّ 

 Mueller)ةة وذات الصلة بالأنشطة البشریّ المتغیِّر و  الطبیعیَّة بیئیّةتلعبها في النظم ال الَّتي الحیویَّة

and Bills, 2004, 1)  . 3حوالي ) نوع 120,000(الأنواع الفطریة المقبولة تصنیفیاً  تُشَكِّلو -

كما قدَّره ملیون نوع  3.8-2.2قد یقارب  للفطریات، الَّذيالعدد الإجمالي من % 8

Hawksworth و Lücking)2017، 1(    .  
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ثلاث  ع ضمنها فطریات تتوزَّ أنَّ بشكل تقلیدي على ت سَ رِ دُ  الَّتيومن المعروف أنَّ الكائنات الحیة 

 Slime)الفطریات الهالمیة و ، (Oomycetes)الفطریات البیضیة : تشمل منفصلة جموعاتم

moulds) والفطریات الحقیقیة ،(Eumycota).  إلى مملكةت الفطریات البیضیة عَ تبِ أُوقد 

ل ت الفطریات الهالمیة إلى مملكةعَ تبِ أُ، في حین (Chromista) الطلائعیات الصبغیة ات یّ الأوَّ

(Protozoa) ، ُمملكة الفطریات تضمّ و . یت هذه المجموعات بالكائنات شبیهة الفطریاتمِّ وس 

(Kingdom Fungi) حصراً الفطریات الحقیقیة (Carlile, 2001, 12).  

 ،(Zygomycota)شعبة الفطریات الزیجیة وهي  أربعة مجامیع رئیسیة إلى مملكة الفطریات مقسَ وتُ 

، (Ascomycota)شعبة الفطریات الأسكیة و  ،(Chytridiomycota)شعبة الفطریات الكیتریدیة و 

 الفطریات الناقصة أفراد عتبَ وتُ  .(Basidiomycota)شعبة الفطریات البازیدیة و 

(Deuteromycetes) الناقص عند اكتشاف الطور الجنسي خیرتینالأ تینللشعب وفق هذا التصنیف 

(Carlile, 2001, 12-15; Blackwell and Spatafora, 2004, 9).       

، 2007(وزملاؤه  Hibbett عرض والتقسیم المورفولوجي ر الجزیئيطوُّ واعتماداً على النشوء والتَّ 

ة، ة والبازیدیّ الفطریات الأسكیّ  تضمّ  (Dikarya)قسیم إلى تحت مملكة إعادة التَّ  )547- 509

 ,Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota)وسبعة شعب 

Glomeromycota, Ascomycota, Basidiomycota) ُل الفطریات الزیجیة كشعبة رسمیة قبَ ، ولا ت

 الَّتيلإعادة النظر في حل الارتباط للمجموعات صنیف وتبقى كمجموعة قابضة وفق هذا التَّ 

   .ت تقلیدیاً إلیهامَّ ضُ 

 صفّ ، و Trichomycetesالفطریات الشعریة  صفّ ن شعبة الفطریات الزیجیة من تتكوَّ و   

عبر اندماج  ینفّ من الصَّ  في كلٍ  ویظهر الطور الجنسي، Zygomycetesالفطریات الزیجیة 

 الفطریات الزیجیة حوالي صفّ ن یتضمَّ و  .لتكوین لاقحة تعطي بدورها بوغة ساكنةجامیطیتان 

من الأجناس، أكثر مجموعات الفطریات الزیجیة عدداً  Mucoralesرتبة  عدّ وتُ  .نوع 900حوالي 

 بالوفرة والانتشار الواسعز وتتمیَّ 
ّ
لأبواغ لتكوین فیها ویظهر  ،التغذیة ، معظم أفرادها رمي

كما قد  .)-أو (+ لتكوین الهیفات لنفس النمط التزاوجي  وىالنَ  متعدِّدةالسبورانجیة وحیدة أو 

 Mucorجنس  عدّ ویُ . الكلامیدیة كنمط آخر للأبواغ اللاجنسیةیظهر بعض الأنواع تكوین للأبواغ 

  . (Carlile, 2001, 38-43) لةوینتشر في التربة وبقایا الخشب المتحلِّ بین الموكوریات أكثر الأنواع 
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  : Rhizomucorالجنس  1-2-2-

الأكیاس  فيالتشابه  لویتمثَّ  ،Mucorالفطریات الشبیهة بالجنس  Rhizomucorالجنس  ضُمی

 branching)عةحاملات الأكیاس البوغیة المتفرِّ و  (nonapophysate sporangia) البوغیة

sporangiophores) ،تكوین أشباه الجذورالاختلاف الواضح من خلال  ویظهر (rhizoids) 

في نهایة الحامل  بغیاب الانتفاخ Rhizopusعن الجنس  زوتتمیَّ  .(stolons) ادةوالهیفات المدَّ 

ز عن الجنس كما تتمیَّ  .كیاس البوغیةعات الحاملة للأالتفرُّ  ووجود ،(apophysis)الجرثومي 

Absidia ةرویّ ووجود الأكیاس البوغیة الكُ  نسیج الأبوفیسیس بغیاب (Papp et al., 2011, 783).    

 .R محبة للحرارةفطریة أنواع  ثلاثة Rhizomucorضم الجنس  )Schipper )1978، 53اعتمد 

mieheiو ، R. pusillusو ، R. tauricus ،ضمن الجنس  سابقاً  الأنواع هذه فتنِّ صُ  إذMucor.  

في  )1318، 1999(وزملاؤه  Vágvölgyiشكَّك حیث  ،ة واحدة فقطرّ مَ  R. tauricusوع النَّ  لَ زِ عُ 

وصف نوعین  تمَّ  . R. pusillusوع طفرة لسلالة من النَّ ك هذه العزلة دّ عَ  وع، واقترحواة هذا النَّ حّ صِ 

كاسمین بدیلین الآن اعتبارهما  یتمّ و  سابقاً، R. pakistanicus ، وR. nainitalensis ین للحرارةحبَّ مُ 

وصف نوعین آخرین كأفراد جدیدة  كما تمَّ  .التَّواليعلى R. pusillus ، وR. miehei وعینللنَّ 

وفق  ،Rhizomucor variabilisو ، Rhizomucor endophyticusوهي Rhizomucorللجنس 

وهو عامل مسبب  ،(R. variabilis var. regularior & R. variabilis var. variabilis)صنفین 

  .للزیجومیسیس الجلدي عند الإنسان

 .Rوع ت صلة النَّ تَ ثبِ أُ و ، R. pusillus ، وR. miehei وعینأظهر تحلیل الجینات الارتباط الوثیق للنَّ 

variabilis  بأنواع تتبع للجنسMucor.  َّوع كما تم اعتبار النR. endophyticus  َّوع كاسم بدیل للن

Mucor genevensis . الجنس  احتواءإلى  تقاریرال جمیعوتشیرRhizomucor وهي  نوعین فقطل

R. mieheiو ، R. pusillus. كلا  عدّ ویُ  .آسیا، وإفریقیاو شمال أمریكا، و وربا، أن في عاو النَّ  وینتشر

 .Rونادراً ما یسبب . بة لالتهاب الضرع والإجهاض الفطري في الأبقارن من العوامل المسبِّ النَّوعی

pusillus یعانون الذین المرضى في الانتهازیة العدوى بسبِّ یُ  قدو  ،الأمراض المرتبطة للإنسان 

 .Rوع مرتبطة بالنَّ مرضیة للإنسان ل أي حالة سجَّ بینما لم تُ  .المناعة جهاز في ضعف من

miehei.   
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ویمكن تمییزهما  .لةالمتحلِّ  العضویَّةبسهولة من التربة والكمبوست والمواد  وعینالنَّ  ویمكن عزل

، وفرة أشباه الجذور نموّ من خلال درجة الحرارة القصوى لل R. variabilisبسهولة عن الجنس 

(rhizoids)بدي وعان تشابهاً كبیراً لكن تُ ویبدي النَّ  .، ووجود أو غیاب الأبواغ الكلامیدیة

تفرعات  R. mieheiبدي ویُ . R. pusillusوع لوناً أكثر قتامة منها في النَّ  R. mieheiمستعمرات 

 R. miehei كما أنَّ  .، وأكیاس بوغیة وأبواغ زیجیة أصغر حجماً أقل لحوامل الأكیاس البوغیة

 .Rالتزاوج على میسیلیوم الفطر الواحد نفسه في حین  یتمّ  إذ ،(homothallic)متشابه الثالوس 

pusillus  متباینة الثالوس(heterothallic) (Papp et al., 2011, 784).   

  : Rhizomucor miehei (Cooney et Emerson) Schipperفطر  1-1-2-2-

ة للحرارة حبَّ ل للفطریات المُ الوصف التصنیفي الأوَّ  )Emerson)1964 ،1-188 و Cooney قدّمَ 

أو  C° 50 حرارةالة درج عند نموّ قادرة على تحقیق أقصى الفطریات الها أنَّ  بتعریفها علىالمرتفعة 

 Mucor الفطر جدرِ وقد أُ  .C° 20ل عن قِ درجات تَ  عند نموّ وغیر قادرة على ال أعلى،درجات  ندع

miehei الجنس  تحت ضمن هذا التصنیفMucor.  مَ قدَّ و Cooney و Emerson )1964 ،27( 

تبدو بلون حیث  C̊ 45درجة حرارة  عند PDAامیة على بیئة النّ هذا الفطر  لمستعمراتوصفاً 

ل أشباه وتتشكَّ في العزلات الجدیدة،  mm 3-2بارتفاع رمادي شاحب إلى رمادي، أبیض بدایةً ثم 

ة شاحبة، یّ نِّ بُ ، (µm 11-9.5) بعرض بوغیةالكیاس الأحاملات . ادة أحیاناً دّ الجذور والهیفات المَ 

 .ع، وغالباً ما توجد حواجز أعلى نقطة التفرُّ (sympodial branching) بتفرعات كاذبة المحور

 .(echinulations) ة مع نتوءات قصیرةرمادیِّ  كُرویَّة، µm (60-) 55-13الأكیاس البوغیة بقطر 

 ،بالعرض µm 33-11ثریة مَّ ة إلى كُ سطوانیّ أُ  ،حةسطَّ مُ ة، رویَّ شبه كُ  (columellae) داتیمِ وَ عُ ال

 .ة عندما تضعف في بعض الأحیانظلَّ خذ شكل المِ تتّ  ،في الطول µm (45-)35 تصل إلى

ة زجاجیة ناعمة ، بیضویّ كُرویَّةإلى شبه  كُرویَّةصغیرة  µm 5-3الأبواغ السبورانجیة بقطر 

 ،قاتعلِّ نوعاً ما بین المُ ة ومضغوطة رویَّ ، كُ µm 50-30 (-18.5)الأبواغ الزیجیة بقطر  .الجدران

متساویة أو  (suspensors)قات علِّ المُ  .(verrucose) ةثؤلولیّ  ، وجدرانداكنةبُنِّیّة ة إلى رَّ حمَ ة مُ یّ نِّ بُ 

   .C°57-25المدى الحراري . الثالوس شابهمت .، أعرض من الهیفات بقلیلتقریباً كذلك

 C̊ 36 حرارةال درجة وعند beerwort agar النامیة على بیئة R. mieheiوع تبدو مستعمرات النَّ و 

الأكیاس  ن حاملاتتتكوَّ  ،ة بلون زیتوني إلى رماديممتدّ  )Schipper )1978 ،59 هاوصف كما
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،  ìm 7، وقطر1mmبارتفاع یصل إلى . نموّ ادة مع أشباه جذور ضعیفة الالبوغیة على هیفات مدّ 

 ،في القطر ìm 60تصل إلى  كُرویَّةإلى شبه  كُرویَّةالأكیاس البوغیة  محور،ال ةكاذببُنِّیَة عات تفرُّ 

مع بعض  x 25 ìm 28تصل إلى  ،نوعاً ماكُمَّثریة ة إلى بیضویّ  عویمداتال .عةأغشیة موزَّ و 

الأبواغ و  .ìm 4-3بقطر  ةجیّ إلى إهلیل كُرویَّةشبه  ناعمة الجدران شفّافةسبورانجیة أبواغ  .النتوءات

 بلون  (ìm 50)ما  مضغوطة إلى حدٍ  كُرویَّة) متشابهة الثالوس(الزیجیة 
ّ
  بدایةً ثُمَّ  رّ حمَ مُ بُنِّي

ّ
بُنِّي

  .مشروط بالثیامین ،ب للسكروزستقلِ الفطر غیر مُ  .قین متساویینعلِّ مُ ، بدّ سوَ مُ 

أمَّا ، C̊ 55-24 ضمن المدى الحراريأیام  4 مُدَّةالنامیة ل R. miehei لمستعمرات نموّ یحدث الو 

-24ضمن المجال  یحدث تطور سبورانجي .ذكرلا یُ  نموّ ال فإنَّ  C° 57، وC° 21 الدَّرجات عند

50 C̊  ّ50عند الدرجة  غم من ضعفهعلى الر ̊C  ً27-24في المجال  كما هو بطئ أیضا C̊. 

ن كوَّ تیو ،  C̊ 27عندغم من ضعفه على الرّ  C̊ 40-27 ضمن المجال بواغ الزیجیةیحدث إنتاج للأو 

  .نموّ أیام من ال 6بعد  C̊ 24عند  الزیجیةبواغ الأ القلیل من

قل من الأبواغ أعدد ن بسبب تكوُّ  عفاً أقل ضُ  امیة للفطر في ضوء الشمسالمستعمرات النّ  بدوتو 

إلى % 40- 20 بالتراكیز سكروزال إذ لم یكن لإضافة، لا یقوم الفطر بتمثیل السكروزو . لزیجیةا

 سكروزال ضافةكان لإبینما  ،والتطور السبورانجي النموّ  فيأثر ملحوظ  أيّ  beerwort agarبیئة 

 (Czapek agar) تشابك آجار بیئةفي ا أمَّ  .بواغ الزیجیةلأاغیاب  أثر في% 40 بالتركیز

ا هو علیه في بیئة كانت المستعمرات أقل كثافة بشكل ملحوظ عمّ ف ،L\سكروز g 30المحتویة 

beerwor agar.  غیاب الثیامین في بیئة یؤدّي إذه على الثیامین لفطر في نموِّ یعتمد او SMA 

(Synthetic Mucor agar)  َزیجیةال بواغالأ وعدم تشكُّلع ضئیل للمستعمرات وسُّ إلى ت(Schipper, 

 البروتیازبإنتاجه المرتفع لأنزیمات اللیباز إلى جانب  R. mieheiوقد عُرِفَ الفطر .  (59 ,1978

(Takó et al., 2015, 355) . حاملات الأكیاس البوغیة، العویمدات،  2و، 1ل اشكن الأبیِّ تُ و

  .R. mieheiوالزیجیة للفطر  الأكیاس البوغیة، والأبواغ السبورانجیة
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  الأبواغ (b) ،حاملات الأكیاس البوغیة (a)رسم مجهري یوضح : 1الشكل 

  R.miehei (De Hoog, 2000, 95)الأبواغ الزیجیة للفطر  (c)السبورانجیة، 

  

  كیس (e,f)عویمد،  (d)حاملات الأكیاس البوغیة،  (a-c)ح وضِّ صورة مجهریة ت: 2الشكل 

  R. miehei .(De Hoog, 2000, 96)للفطر   بوغة زیجیة (i)أبواغ سبورانجیة،  (g,h) ناضج، بوغي
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  :اتالتخمُّر  3-2- 

 الحیویَّةإلى التفاعلات  الحیویَّةفي الكیمیاء  الأساسي تعریفوفق ال التخمُّرشیر مصطلح یُ 

التفاعلات  جمیعلیشمل  ضمن المعنى الصناعي الأوسع هذا المفهوم عَ سَ ، لكن اتَّ اللاهوائیة

مدى واسع من  رالتخمیر تطبیق تقنیة ویوفِّ . سواء كانت تتم بوجود الأوكسجین أو غیابه الحیویَّة

   .(Katoh et al., 2015, 191) الواسعةالتطبیقیة  همِّیَّةالأ جات ذاتنتَ المُ 

، ةفهم المبادئ العلمیة الأساسیَّ  یتمّ منذ العصور القدیمة وقبل أن أو التخمیر  التخمُّر فَ رِ عُ 

 التخمُّرلوجیا و بدأ الفهم العلمي لمیكروبیو . ائب والأجبانكصناعة الخبز والخل والخمور واللبن الرّ 

 اتلي للأنزیمللمفهوم الأوَّ  لیُأسِّسر باكتشاف لویس باستور للتخمُّ  في منتصف القرن التاسع عشر

(El-Mansi et al., 2006, 1-3) .اقترح  وقدWilly Kühne  ًتسمیة ال 1876عام  لاحقا

"Enzyme" ،داخل الخمیرة"تعني بالإغریقیة  الَّتي "(In Yeast) (Bowden et al., 2003, 43) .

 Moritz Traube افتراضو  التخمُّرأولى النظریات في بظهور  1877عام  وكانت الخطوة الثانیة

الحاصلة خلال  الكیمیائیَّةالعملیات  صفْ وَ و  خاصّةبروتینات بفعل  الكیمیائیَّةتحفیز التفاعلات 

من  خلويص الحصول على مستخلَ  Eduard Buchnerاستطاع  1897وفي عام  .التخمُّر

 الخلویَّةمجموعة من التفاعلات  هي اتخمُّر التَّ  أنَّ ن یتبیَّ ، لقادر على تخمیر السكر الخمیرة

   .طة أنزیمات مختلفةساز كل منها بو حفَّ المختلفة یُ 

ر الخمائر لتحویل السكر إلى تكییف تخمُّ بدءاً من  الحیویَّةوقد تتابعت خطوات تطوّر التقانة 

 البنسلین اكتشافالبوتانول، و  -ر الأسیتونیجلیسرول بدلاً من الكحول، ثمَُّ ازدهار معاملات تخم

 أوائل في للبكتیریا ةالمضادّ  خصائصهاكتشاف و  ،العشرین القرن اتعشرینیّ  أواخر في

والتحسین الوراثي  ذات التحریك المیكانیكي الحیویَّةظهور المفاعلات بالتزامن مع  اتیّ الأربعین

في تنظیم التعبیر  الحیویَّةلتطوّر التقانة  لت الخطوات التالیةوتمثَّ . جة للأنسولیننتِ للسلالات المُ 

فترة الأخیرة من الأمینیة، وصعود وهبوط إنتاج بروتین وحید الخلیة في ال حموضالجیني لل

الحدیثة نتیجة للابتكارات في التنسیل الجزیئي  الحیویَّةالتقانة  عدّ وتُ . اتیّ ینتِّ السِّ 

(Molecular Cloning)  وإفراط التعبیر الجیني(Over Expression) (El-Mansi et al., 2006, 3-

8).    
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  :ةالصّلبالحالة  اتر تخمُّ  1-3-2-

 عامّ  بشكلٍ  (Solid-state (substrate) fermentations) ةالصّلب )المواد( الحالة اتر ف تخمُّ رَّ عَ تُ 

 رّ بغیاب أو الغیاب الجزئي للماء الحُ صلبة رطبة  الدقیقة على موادالكائنات الحیة  نموّ  اهبأنَّ 

(Pandey et al., 2008, 3).  

كالإنتاجیة  السَّائلة اتر التخمُّ ق فیها على تتفوَّ  الَّتية العدید من المزایا الصّلبالحالة  تخمُّراتم دِّ قَ تُ و 

تكلفة رأس المال ونفقات و ، بسیطةال والتجهیزات، ةجات النهائیّ نتَ اً للمُ على نسبیَّ الأتركیز الالعالیة، و 

 الخاممواد الاستخدام  إمكانیّةبالإضافة إلى  .(Pandey et al., 2008, 13, 22f) الطاقة المنخفضة

المقاومة و الحجم، و التركیب، في  المختلفة الركائزعة من متنوِّ استخدام مجموعة و  كركائز،

 جمیعهذه الركائز ن تؤمِّ ، (Krishna, 2005, 2) المسامیة، وقدرة الاحتفاظ بالماءو المیكانیكیة، 

هلك الركائز ببطء ستَ تُ كما . (Pérez-Guerra et al., 2003, 343f) نموّ یات الضروریة للغذِّ المُ 

بدلاً من  تخمیرالة وقد تزداد درجة إتاحة الركائز أو تبقى ثابتة خلال عملیّ  ،وبشكل تدریجي

تیح المحتوى یُ و . (Wang and Yang, 2007, 473) ةالمغمور  اتر التَّخمُّ في  ستمرّ الانخفاض المُ 

میاه الصرف ة یّ كمِّ استخدام أقل للمیاه وانخفاض  للركائززة ركَّ والطبیعة المُ الرطوبي المنخفض 

بالمقارنة مع للركائز  المرتفع لتحمیل الحجميلنظراً  تخمیراستخدام مساحة أقل للو  الناتجة،

 ،البكتیري التلّوثوانخفاض احتمال حدوث  التلّوثیطرة على سهولة السَّ و ، ةالمغمور  اتر التَّخمُّ 

 ,Wang and Yang, 2007, 473; Pandey et al., 2008)حقة التكلفة المنخفضة للمعاملات اللاّ و 

23; Krishna, 2005, 2) . بالنسبة لحجم  للركائز المرتفعةة البینیّ  السَّطحیَّةي المساحات تؤدِّ كما

تحتاج إلى  الَّتيلبعض العملیات  خاصّةً  ،كافیةالمستویات أعلى من التهویة السائل إلى تحقیق 

 Wang and Yang, 2007, 473; Pérez-Guerra et) أكسدة عالي ضمن عملیات الاستقلاب مُعدَّل

al., 2003, 343).  ضمن الوسط عند التلقیح بالأبواغ  لّقاحیسهل حدوث التوزیع المنتظم للو

  .(Pérez-Guerra et al., 2003, 343f) الفطریة

 خاصّةً ، الأحیاء الدقیقة نموّ ل الطبیعیَّةلبیئة ة تحاكي ابیئیّ  اً ظروفة الصّلب اتر التخمُّ ن ؤمِّ كما ت

 الصّلبة التخمُّرات ة من الأحیاء الدقیقة المستخدمة فيل المجموعة الرئیسكِّ شَ تُ  الَّتيلفطریات، ا

(Pérez-Guerra et al., 2003, 343; Wang and Yang, 2007, 472)،  وهذا ما یسمح بإتمام

 تخمیرال على نظام ركباتوقد یقتصر إنتاج بعض الم أكثر اكتمالاً،التعبیر الجیني بشكل 
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 Wang) وقابل للتكرارالعائد ثابتاً  عدّ یُ كما  ،ةالمغمور  التخمُّراتج بجودة أقل في نتَ أو تُ لب الصّ 

and Yang, 2007, 473).  ةالصّلب اتر التخمُّ  ة باستخدامالمُنتَجقد تمتاز بعض المركبات و 

 اً كأن تكون أكثر استقرار  ةالمغمور  اتر خمُّ التَّ  بوساطة ةالمُنتَجمختلفة قلیلاً عن المركبات  بخواصّ 

، كما تمتاز بمناسبتها (Wang and Yang, 2007, 473; Pérez-Guerra et al., 2003, 344) اً حراری

وغیرها من قة بتحلیل اللجنوسیللوز الأنزیمات المتعلِّ ات كالمُنتَجبعض لإنتاج  خاصٍّ  بشكلٍ 

  .(Illanes, 2008, 62) أنزیمات الحلمهة كالفیتاز والبروتیاز

 ،ةالمغمور  اتر خمُّ التَّ بعض العیوب عند المقارنة بمن ناحیة أخرى ة الصّلب اتر خمُّ التَّ على  ؤخذیو   

في مستویات رطوبة  نموّ ى الإذ یقتصر الاستخدام على الكائنات الحیة الدقیقة القادرة عل

 .ةلیَّ ب الركائز معاملة أوَّ ما تتطلَّ  وعادةً . بالفطریات غیر المرغوبة التلّوثوقد یظهر  ،منخفضة

فترات الاستنبات أطول مما هو علیه في  كما أنَّ  ،مرتفعتلقیح  مُعدَّلإلى  الركائز تحتاج

عب الصَّ ة تجعل من الصّلبطبیعة المادة  كما أنَّ  .الأطوار التمهیدیة ةً خاصّ ، ات المغمورةالتخمُّر 

الأوكسجین، و المحتوى الرطوبي، و ، pHكالـ خلال سیر المعاملات  ةتغیِّر المُ مراقبة العوامل 

الحراري  التَّراكم بالإضافة إلى .(Pérez-Guerra et al., 2003, 344) الحیویَّةالركائز، والكتلة و 

لصعوبة الانتقال نظراً  ،رات الكبیرةخمِّ المُ في  خاصّة وصعوبة إزالته الناتج عن الاستقلاب

، وضعف التوصیل وانخفاض المحتوى الرطوبي ة المرتفعةالصّلبتراكیز المواد و ، الحراري والكتلي

 الحراریَّة، والتدرُّجات الصّلب تخمیراللنظام  السَّاكنةة، والطبیعة الصّلبالحراري لمعظم الركائز 

 إلى یؤدِّي، ما قد ةالفراغات البینیّ ر بسبب وجود المحتوى الرطوبي الداخلي بالارتباط مع توفُّ 

 85%إلى  المُخرَّبةقد تصل نسبة الأنزیمات والتخریب الحراري للأنزیم ف ،فقدان النشاط الفطري

یمكن أن یكون كما  .(Wang and Yang, 2007, 473f; Krishna, 2005, 5)ظروف بعض الفي 

 Pérez-Guerra et) یقتصر الانتقال الكتلي على الانتشار ، إذةبو صعال شدید التحریك المیكانیكي

al., 2003, 344).  ذات طبیعة اتالمُنتَج على حاویةال ةالصّلبالمزرعة  رُشاحة تكون ما غالباً و 

 حول المعلومات ، كما أنَّ الهامة والهندسیة العلمیة الجوانب من العدیدضح بعد لم یتَّ و هذا  .لزجة

  .(Pérez-Guerra et al., 2003, 344) نادرة واسعال نطاقال علىإدارتها و  المفاعلات تصمیم
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  :  السَّائلةالحالة  اتر تخمُّ  2-3-2-

 نموّ  ابأنَّه (Liquid-State (Substrate) Fermentations) السَّائلة) المواد(الحالة  اتتخمُّر ف عرَّ تُ 

سائلة أو  ركازةوتستخدم فیه . نموّ زمة للاللاّ  المُغذِّیاتالأحیاء الدقیقة في وسط سائل یحتوي على 

 ;Sumantha et al., 2006, 213)ة أو مُعَلَّقة نحلّ مُ بصورة  المُغذِّیاتمرق یحتوي على 

Subramaniyam and Vimala, 2012, 480).  تین السائل وفق الطریق تخمیرالوتُطَبَّق معاملات

 Harvey) (Submerged Fermentation)والمغمورة  ،(Liquid Surface Fermentation) السَّطحیَّة

and McNeil, 1994, 150).   

 ;Illanes, 2008, 62) ةالمغمور  اتر التَّخمُّ إنتاج الأنزیمات المیكروبیة بشكل رئیسي باستخدام  یتمّ و 

Dos Santos Bazanella, 2014, 263) بیئیّةال العوامل في أكبر بشكل موالتحكُّ  التعامل سهولةل 

كما تكون عملیات التهویة والخلط وإزالة الحرارة أسهل بكثیر  الحموضة ودرجة الحرارة درجة مثل

أسرع في  نموّ كما یكون ال نموّ ال مُعدَّلفي  التحكُّمسهولة و ة، الصّلبات خمُّر التَّ ا هي علیه في ممّ 

دة من تجدِّ الحصول على دفعات مُ  إمكانیّةو سهولة فصل الخلایا عن الوسط، و المرق السائل، 

بشكل  المُغذِّیاتر توفُّ ، و نموّ قة بالمن المشاكل المتعلِّ  ة للحدّ مُخصَّصالمزارع باستخدام مفاعلات 

ناتالدقیق ب التحكُّمد للمیكروبات، كما تتیح ومتاح وموحَّ  نحلّ مُ  الوسط وتراكیزه وإضافة بعض  مكوِّ

 ,Piscitelli et al., 2014)كالعناصر النادرة  المُنتَجزة لتكوین حفِّ العوامل المُ  خاصّةً بات، ركَّ المُ 

121; Dos Santos Bazanella, 2014, 263) . وقد یؤخذ علیها بعض العیوب مثل ارتفاع التكلفة

رف، الاستهلاك المرتفع للماء وارتفاع إنتاج میاه الصَّ و ، نموّ ة وتكالیف التشغیل وأوساط اللیّ الأوَّ 

 Gaur et)غوة ة المائیة المرتفعة، وتشكیل الرَّ عقیم نظراً للفعالیّ وضرورة التَّ  ثوّ لالتَّ زیادة احتمالیة و 

al., 2017, 240) أو النتروجین الكربون هدم بنواتج كبحالمثل ، وحدوث بعض الظواهر 

(Catabolite Repression) (Viniegra-González et al., 2003, 166) . المزایا العدیدة ورغم

لةات المغمورة هي التكنولوجیا التخمُّر بقى ت ةالصّلبرات لتخمُّ ل لإنتاج الأنزیمات في معظم  المُفضَّ

ات المغمورة التخمُّر ویُنتِج معظم المُصنِّعین الأنزیمات باستخدام .  (Illanes, 2008, 62)الحالات

(Viniegra-González et al., 2003, 157) وتشیر شركة ،Chr. Hansen )n.d.، para 1 ( َّإلى أن 

ج یُنتَ   R. mieheiبوساطة المُنتَجو ذو النقاوة المرتفعة  MICROLANT® Supremeالمُخثِّر 

العدید من الأنزیمات الفطریة  Sigma-Aldrichات المغمورة، كما تنتج شركة التخمُّر باستخدام 
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 Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrichات المغمورة كاللیباز والبروتیاز من التخمُّر باستخدام 

[SIAL], n.d.-a, para. 7; SIAL, n.d.-b, para. 3) والسیللولاز من ،Trichoderma reesei 

(SIAL, n.d.-c, para. 4) و ،Aspergillus sp. (SIAL, n.d.-d, para. 7) ،  والدیكستراناز من

Chaetomium erraticum (SIAL, n.d.-e, para. 6) . ات خمُّر التَّ ووفقاً لطریقة التغذیة تُنجَز

 Batch)) المتقطعة(ق تشمل تخمرات الدفعة الواحدة ائبِعدَّة طر  الصناعیَّةالمغمورة 

Fermentations)  ات شبه المتقطعة التخمُّر ذات النظام المغلق، و(Fed-Batch Fermentations) 

بالوسط  دةزوَّ الم  (Continuous Fermentations)ةات المستمرّ التخمُّر اة بشكل دوري، و غذّ المُ 

ات المتقطعة خمُّر التَّ طریقتي  وتعدّ ، مُعدَّلر بنفس التخمِّ ي باستمرار مع سحب المرق المُ غذّ المُ 

إنتاج الأنزیمات  خاصّ  بشكلٍ شبه المتقطعة ات التخمُّر لائم وت ،وشبه المتقطعة هي الأكثر شیوعاً 

غم من المزایا وعلى الرّ  ،وسهولة التنفیذجة نتِ بالاستجابة الاستقلابیة للخلایا المُ  التحكُّم مكانیّةلإ

الأفضل بالظروف یؤخذ على هذا النمط  التحكُّمكالإنتاجیة العالیة و  ةرات المستمرّ خمُّ للتَّ  الواضحة

   .(Illanes, 2008, 63; Chisti, 2014, 752)ر الوراثي والتحوُّ  التلّوثبعض النقاط كمخاطر 

  :اتالتخمُّر رة في العوامل المؤثِّ  3-3-2-

  :تخمیرالتركیب وسط  1-3-3-2-

یة للحصول على الطاقة غذِّ د بالمواد الخام أو العوامل المُ لتزوّ الكائنات الحیة الدقیقة إلى اتحتاج 

ناتوبناء ال من الوزن الجاف  95%ویُظهر تركیب الخلیة المیكروبیة أنَّ . الجدیدة الخلویَّة مكوِّ

 ،النیتروجینو  ،الهیدروجینو  ،كسجینو الأو  ،الكربون وهي ةرئیس عناصر ةعدّ  من نیتكوَّ للخلیة 

ى هذه العناصر سمَّ وتُ  .والحدید ،یومز المغنیو  ،الكالسیومو  ،البوتاسیومو  ،الفوسفورو  ،الكبریتو 

ها الكائنات تتطلَّب، إذ (macroelements or macronutrients)أو العناصر الكبرى  المُغذِّیاتب

نات (C, O, H, N, S, P)ل العناصر الستة الأولى ثِّ مَ وتُ . نسبیّاً كبیرة  كمِّیَّاتالحیة الدقیقة ب  مكوِّ

ضمن  المتبقِّیةالعناصر الأربعة  وتتواجد. ةوویّ النَّ  الحموضو  البروتینات،و  الدهون،و  كربوهیدرات،ال

لتنشیط عدد من  اً ضروری (+K)البوتاسیوم  ارد موجبة وتقوم بأدوار مختلفة، إذ یُعَدّ الخلیة بشكل شو 

بالإضافة  (++Ca)الكالسیوم  سهمویُ . الأنزیمات بما فیها الأنزیمات الداخلة في تخلیق البروتینات

 (++Mg)المغنیزیوم  عدّ یُ و . لحرارةالأبواغ الداخلیة للبكتیریا لللعدید من الأدوار في زیادة مقاومة 

ة الریبوزومات، ثباتیّ و ، ATP الـ تشكیل واستخدامهم في ویساللعدید من الأنزیمات،  اً أنزیمی اً مُتَمِّم
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 اً مُتَمِّمو  السیتوكرومات من اً جزء (Fe+2, Fe+3) الحدیدل شكِّ ویُ . الخلویَّةوتركیب الأغشیة 

  .(Prescott, 2002, 96) للإلكترون الحاملة والبروتینات نزیماتللأ

 المُغذِّیاتتحتاج جمیع الكائنات بما فیها الأحیاء الدقیقة بالإضافة للعناصر الكبرى إلى بعض 

 والمولیبدنوم والكوبالت والزنك لمنغنیزإذ تحتاج معظم الخلایا ل. الصغرى أو العناصر النادرة

لكن عادةً ما تكون ، نموّ الصغرى من ال المُغذِّیاتد حِ وقد لا تَ . قلیلة كمِّیَّاتب والنحاس، والنیكل

. ة وتساعد في تحفیز التفاعلات والحفاظ على بنیة البروتینمُتَمِّمجزءاً من الأنزیمات والعوامل ال

لبعض الأنزیمات، كما یساعد المنغنیز  المركز الفعّالفي  (Zn+2)فعلى سبیل المثال یوجد الزنك 

(Mn+2)  تثبیت النتروجین وجود  یتطلَّبالعدید من الأنزیمات على نقل مجموعات الفوسفات، كما

ناتأحد  (Co+2)الكوبالت  عدّ ، ویُ (Mo+2) نومیالمولیبد      .   B12 (Prescott, 2002, 96)فیتامین  مكوِّ

 الحموضالبیرامیدین، و و البیورین، و قلیلة كالفیتامینات،  كمِّیَّاتب نموّ ب الخلایا توافر عوامل التتطلَّ و 

بعض الحالات توفیرها في الوسط  تتطلَّبقد و . الأمینیة، وغالباً یمكن تصنیعها داخل الخلیة

الأقل  الخامبالشكل ، ویمكن استبدالها تضاف بصورة نقیة إذ ،لیة تصنیعهاعندما لا تستطیع الخ

 نموّ ن مجموعة واسعة من عوامل الؤمِّ ة خیر مثال على ذلك إذ یل مستخلص الخمیر شكِّ ویُ  تكلفة

              .B (McNeil and Harvey, 2008, 109)ها مجموعة فیتامینات وأهمّ 

وتخلیق  نموّ اً لإمداد الخلیة بالطاقة والمادة اللازمة للل مصدر الكربون عنصراً ضروریّ شكِّ یُ و 

ویبلغ متوسط تركیب خلایا البكتیریا والخمائر  ،ةة والثانویّ لیّ العدید من مواد الاستقلاب الأوَّ 

 50%من الكربون بحوالي  الخلویَّةر عائد الكتلة قدَّ ویُ  ،50%- 48 والفطریات من الكربون حوالي

(McNeil and Harvey, 2008, 103-104).  من تركیب الخلیة  12.5%ل النتروجین حوالي شكِّ یُ و

النتروجین في أي وسط مقدار  كمِّیّةد حدِّ وتُ . من الفطریات 6%من الخمائر و 7.5%البكتیریة و

. الأخرى المُغذِّیاتر المقدار الكافي من الكربون و وفُّ یمكن الوصول إلیها عند تَ  الَّتي الحیویَّةالكتلة 

 ةوویّ النَّ  الحموضبات كالبروتینات و ركَّ واستقلاب بعض المُ  نموّ وجود النتروجین ضروریاً لل ویعدّ 

(McNeil and Harvey, 2008, 103, 106)  .  
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  :السائل تخمیرالركائز  1-1-3-3-2-

: بحسب التركیب إلى ثلاث فئات السائل تخمیرالمعاملات كن تقسیم الأوساط المستخدمة في یم

أوساط و ، (Semi-synthetic Media)أوساط شبه صناعیة و ، (Synthetic Media)أوساط صناعیة 

من مواد كیمیائیة معروفة  الصناعیَّةالأوساط  تتكوَّن .(Complex Media)التركیب  مُعقَّدة

لنتروجین، وادر للكربون اوغالباً ما تكون بسیطة للغایة وتحتوي على مص ،التركیب والتراكیز

. الخلایا المزروعة نموّ لبات ونوع ، وقد یزید تعقید الوسط التركیبي تبعاً لمتطَّ یةغذِّ المُ والأملاح 

 نسبیّاً التركیب  متغیِّرةعلى واحد أو أكثر من الركائز  الصناعیَّةالأوساط شبه  تحتويبینما 

تبعاً التركیب  متباینة عضویةد التركیب من موا مُعقَّدةن الأوساط تتكوَّ و . لخمیرةكمستخلص ا

-McNeil and Harvey, 2008, 100) نسبیّاً  بالتكلفة المنخفضة وتمتاز ،لمنشأ وموسم الإنتاجل

وقدرته على  الدقیق الحي لكائننوع ا علىوالنتروجین  الكربون درامص اختیار یعتمدو  .(101

المُحددَّة للاستهلاك،  مُدَّة، والتخمیرالالمرغوب من عملیة  المُنتَجاستهلاك المصدر، ونوع 

-pH (McNeil and Harvey, 2008, 104بالإضافة إلى تأثیر المصدر النتروجیني في قیم الـ 

108) .  

في إنتاج  السَّائلة تخمیرالتأثیر عدد من أوساط  )933f، 2005(وزملاؤه  Silveiraأظهر  

 الذُّرة، وأشار الباحثون إلى تفوّق الوسط الحاوي على رشیح  Rhizomucor mieheiالبروتیاز من 

(2.2 g/L)  ُب من الجلوكوز ركَّ على الوسط الم(18 g/L)  والكازئین(4 g/L)  ومستخلص بذور

 تخمیرالفي وسطي  (SU/mL) 666.7و 923ت قیم النشاط الأنزیمي تحقَّقَ ، إذ (g/L 4)القطن 

كما أشار الباحثون إلى انخفاض النشاط الأنزیمي باستخدام السكروز والمولاس . التَّواليعلى 

  .   كمصدرین للكربون

استخدام مصادر أخرى  إمكانیّةات رغم التخمُّر تُمثِّل الكربوهیدرات مصدر الكربون الرئیس في 

استخدام  دّ عَ یُ و  .(Zanoelo et al., 2014, 101) العضویَّة الحموضو  والألكانات الكحولیات ثلم

 اً مصدر  یُمثِّلإذ  الجلوكوز كمصدر كربوني خیاراً شائعاً في معاملات إنتاج البروتیاز الفطري،

نتاج لإ اً طثبِّ مُ  اً تأثیر لجلوكوز للتراكیز المرتفعة ا رظهِ تُ  وقد، سهل الاستقلابللكربون  اً متاح

تأثیر ) 153، 2001(وزملاؤه  Ayhan وقد أظهر، (Sharma et al., 2017, 118) البروتیاز

مغمور بدفعة  تخمیرفي نظام  Rhizomucor mieheiإنتاج البروتیاز من في الجلوكوز تركیز 
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، C̊ 37.6، ودرجة حرارة v/v %5.2تلقیح  مُعدَّل، و 6.8ابتدائي  pH( ظروف ثابتةواحدة تحت 

ئي للجلوكوز یعادل اتحقَّقَ أعلى نشاط أنزیمي عند تركیز ابتد وقد. )spm 81تحریك  مُعدَّلو 

29.6 g/dm3وفي دراسة لـ  .، بینما انخفض النشاط الأنزیم عند التراكیز الأعلىDe lima ه وزملائ

)2008 ،580f(  حول إنتاج البروتیاز من فطرR. miehei   380)مغمور  تخمیرفي بیئة rpm, 

30 C̊, 40 hrs)  َللبروتیاز  تخثُّرأعلى نشاط  تحقَّق(1200 SU)  20عند استخدام الجلوكوز بتركیز 

g/L  4كمصدر للكربون بالجمع مع الكازئین بتركیز g/L  631كمصدر آزوتي، بالمقارنة مع SU 

وفي دراسة لـ . (g/L 4)كمصدر للكربون بوجود الكازئین  (g/L 20)عند استخدام اللاكتوز 

Beyenal حول تأثیر تركیز الجلوكوز في إنتاج البروتیاز من فطر  )529، 1999(ه وزملائR. 

miehei  مغمور مستمر  تخمیرفي نظام(400 rpm)  7.5كان التركیز g/dm3  هو التركیز الأمثل

  . للبروتیاز تخثُّرللجلوكوز لتحقیق أعلى نشاط 

  :ةالصّلبالركائز  2-1-3-3-2-

على العدید من العوامل وتُشَكِّل التكلفة ومدى  الصّلب تخمیراللمعاملات  الركازةر یعتمد اختیا

اعتماداً على خمُّرات الصّلبة التَّ  ویمكن التمییز بین نوعین من أنظمة .ةالرئیسر المادة العوامل وفُّ تَ 

استخدام ركائز صلبة مغذاة بأوساط كیمیائیة سائلة وینحصر  لالأوَّ ن النظام ، یتضمَّ الركازةنوع 

 عدّ یُ و  .والفیرموكولایت ،والبیرلایت ،بنَّ كألیاف القِ  نموّ دور الركائز على تشكیل نقطة الارتكاز لل

عم ن كلاً من الدّ ة تؤمِّ استخدام ركائز طبیعیّ على وینطوي الأكثر شیوعاً الثاني هو النظام 

زراعیة - ةصناعیّ  ثانویّةجات زراعیة أو نواتج نتَ وغالباً ما تكون مُ  ،یةغذِّ الفیزیائي والعناصر المُ 

(Ooijkaas et al., 2000, 356f) . نتكوَّ ت الَّتي الأساسیَّة ةبالبنیة الجزیئیّ  الأخیرة الركائزتشترك و 

تحتاج الركائز  قدو  .البولي سكاریدات الأخرىبكتین، و الو لیجنوسیللوز، الو سیللوز، الو نشاء، ال من

والمحتوى الرطوبي  pHوضبط الـ  ،المُغذِّیاتإضافة و ، ةلیّ وَّ الأللتحضیر والمعاملة  الخام

(Krishna, 2005, 6).  

في الزراعیة - الصناعیَّةفات عدد من المخلَّ استخدام  جدوى )582، 2012(وزملاؤه  Foda درَسَ 

 تخثُّرأعلى نشاط ل ركازةك نخالة القمح ، وقد أعطى استخدام R. miehei إنتاج البروتیاز من

 ،7000 ،15000 ، 18450،17150مقارنة مع بال (SU/g Substrate 33350) الحلیب

4600،4400 ، 3900، 3600،0 ، 0 ،0  (SU/g Substrate) من دقیق  كلٍ استخدام  عند
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 قشور الفول السوداني،و  دقیق بذور القطن،و  مسم،دقیق السِّ و  دقیق الحبة السوداء،و  فول الصویا،

قش و  ر البطاطا،قشو و  ،قشور البرتقالو  ،زرُ قشور الأَ و  مسحوق بذور الكتان،و  خمیرة العلف،و 

  .التَّواليز على رُ الأَ 

البروتیاز لإنتاج  تخمیرالاستخدام عدد من أوساط  )Boopathy)1994 ،39 و Preetha درسو 

قد أعطى  القمحنخالة  استخدامأنَّ  إلى وأشار الباحثان ،R.pusillus و R.miehei الفطریات من

  الحلیب تخثُّرنشاط في  ةملحوظ زیادة
ّ
 الحالّ وانحفاض مرافق في النشاط  المُنتَج للبروتیاز النَّوعي

 SU/mg; 40 500)و  (SU/mg; 140 PU/mg 1260) للبروتین، إذ بلغت قیم النشاط الأنزیمي

PU/mg)  ظهور قیم النشاط  معبالمقارنة ، التَّوالين على النَّوعی من كلٍ  من المُنتَجللبروتیاز

 المُنتَج بروتیازالفي  (SU/mg; 390 PU/mg 170) و ،(SU/mg; 1110 PU/mg 550)الأنزیمي 

 المُنتَجللبروتیاز  (SU/mg; 90 PU/mg 410) و ،(SU/mg; 180 PU/mg 900) ، وR.miehei من

على  دكستروز-بطاطا، والجلوكوز-مستخلص الخمیرةوسطي  استخدامعند  R.pusillus من

حلیب وال ،ببتون-جلوكوزال أوساط استخدامعند  رذكَ نشاط یُ  أيّ  بالمقابل لم ینتج، و التَّوالي

   .مستخلص الخمیرة- ، والببتونجلوكوز-مقشودال

 ىحدیكون هناك غیاب لإقل من الحدود المثالیة أو قد أبتراكیز  یاتالمُغذِّ على  الركائزقد تحتوي 

نخالة  دّ عتُ  .(Pandey et al., 1999, 153) الخارجیة المُغذِّیاتإضافة  ، ما یستوجبالمُغذِّیاتهذه 

نظراً  ،(Pandey et al., 1999, 149-152) تخمیرالالأكثر استخداماً في معاملات  الركازةالقمح 

 كافیةال مسامیةالو  ،اءبالم الاحتفاظالعالیة على  تهاوقدر  ،الصّلب تخمیرال لظروف متهاملاءَ ل

 ,Taşkın and Eltem, 2008) الأخرى المُغذِّیاتو  الكربونالمرتفع من  محتوىالو  الغازات، لتبادل

 حدید،وال كالسیوم،بالإضافة إلى البروتین،  16%و ،كربوهیدرات% 65على إذ تحتوي ، (204

،   B1, B2, B3, E, K فیتامیناتالو  ،زنكوال صودیوم،وال ،بوتاسیوموال فوسفات،والمغنیزیوم، وال

  .الكلفة الاقتصادیة المنخفضة بالإضافة إلى ،(USDA, 2019b) واللیبیدات

 بروتیازإنتاج ال في تخمیرالتركیب وسط تأثیر  )119-117، 2013(وزملاؤه  Khademi أظهر

منفردة قد أعطى أعلى  ركازةكاستخدام نخالة القمح أنَّ  بیَّن الباحثون وقد .R. miehei فطر من

 بكلٍ % 10بنسبة المُدعَّمة نخالة القمح مع مقارنة بال (SU/g Substrate 5100) إنتاج للبروتیاز

زدقیق الفو  ،، ودقیق القمحالذُّرةمن دقیق  إذ بلغ  ،دقیق جوز الهندو  ،ول السوداني، ودقیق الأرُّ

 2600، 3750، 4500، 4750، 4850 عن هذه الأوساط الحلیب للأنزیم الناتج تخثُّرنشاط 

(SU/g Substrate)  ازدیاد النشاط الأنزیمي بإضافة بعض وأشار الباحثون إلى  .التَّواليعلى

 ،نحلّ مُ والنشاء ال ،الجلوكوزمن  كلٍ  إضافة أعطت إذالمصادر النقیة من الكربوهیدرات، 
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 5250، و5500، و5600، قُدِّرت بـ الحلیب تخثُّرنشاط قیمة أعلى ل % 1بنسبة واللاكتوز 

(SU/g Substrate)  بینما ظهر انحفاض في النشاط الأنزیمي عند إضافة السكروز،  ،التَّواليعلى

على  (SU/g Substrate) 4800، 4900، 5000 تخثُّرإذ بلغ نشاط ال والجالاكتوز، واللاكتوز

أعطت  إذ ،المصادر النتروجینیة في إنتاج البروتیازعدد من  تأثیر الباحثون كما درس .التَّوالي

تلتها ، (SU\g Substrate 7100) تخثُّرلنشاط ال مردودأعلى  % 1.5ن بنسبة یالكازئ إضافة

 مَّ ، ثُ SU/g Substrate 6300نشاط ال بلغ مردود إذ %1.5بنسبة  مستخلص الخمیرةإضافة 

بنسبة  بتونوالب، الجیلاتینبینما كان لإضافة . 1%بنسبة  الألبومین، فمسحوق الحلیب المقشود

- 2 الكازئین بنسب إضافة عدم تأثیرأشار الباحثون إلى و  .أثر سلبي في النشاط الأنزیمي %1

 كما كان، النشاط الأنزیميفي  "%10" ضافةلإوظهور الأثر السلبي ل ،النشاط الأنزیمي في% 5

 )ستات الأمونیومأ سلفات الأمونیوم، الیوریا، نترات النتریوم،( العضویَّةالمصادر غیر  ضافةلإ

كما أشار الباحثون إلى عدم تأثیر إضافة  .أیضاً أثر سلبي في النشاط الأنزیمي 0.5% بنسبة

في النشاط الأنزیمي منفردة أو مجتمعة ضمن  (+Mg2+, Fe2+, Zn2+, Cu2)العناصر المعدنیة 

الكافیة من  كمِّیَّات، وعزا الباحثون ذلك إلى احتوء نخالة القمح على الmg/L 100-0.001التراكیز 

   .  المُغذِّیاتهذه 

 مُعقَّدةمن المصادر الكربونیة  عددتأثیر إضافة  )1990a ،18f(وزملاؤه  Thakurدرس و 

 تخمیرالإلى وسط بنسب مختلفة ) ، ودقیق التبیوكةالذُّرة، دقیق زّ رُ دقیق الأَ دقیق القمح، (التركیب 

الإضافات الإنتاج  جمیعزت حفَّ  إذ،  R. mieheiفي إنتاج أنزیم البروتیاز من فطر) نخالة القمح(

 SU/g 34000" بـ تخثُّرالنشاط عائد  قُدِّر وقد، 10%قت إضافة دقیق القمح بنسبة الأنزیمي وتفوَّ 

Substrate" . وعزا .حمضیاً أو أنزیمیاً فقد ثبَّط الإنتاج الأنزیميأما إضافة النشاء المُحَلمَه 

 تأثیرالباحثون  أظهركما  .بنواتج الهدمكبح الجلوكوز في حدوث ال دورذلك إلى  الباحثون

 تركیز قحقِّ یُ  بما العضویَّةصادر غیر أضیفت الم إذالمصادر النتروجینیة في إنتاج البروتیاز، 

0.5% w/w  اً أنزیمی اً أعطى وجود نترات الصودیوم والیوریا عائد وقد، تخمیرالفي وسط للنتروجین 

زت وقد حفَّ  .د وتكوین أنزیمي معتدلجیِّ  نموّ زت نترات الأمونیوم للغایة، في حین حفَّ  اً منخفض

قت إضافة حقَّ و  ،w/w %1 عائد أنزیمي جید عند إضافتها بتراكیزتكوین  العضویَّةالمصادر 

تلتها إضافة مسحوق الحلیب المقشود،  ،(SU\g Substrate 40287)الجیلاتین أعلى نشاط أنزیمي 

وقد أعطت التراكیز الأعلى . التَّواليمسحوق الفول السوداني على و مسحوق فول الصویا، و 

عند   SU\g Substrate 42900لمسحوق الحلیب المقشود زیادة في النشاط الأنزیمي وصولاً إلى
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 أظهر قدو  .1%بینما تناقص النشاط الأنزیمي بزیادة تراكیز إضافة الجیلاتین عن  5%تركیز 

Foda  583، 2012(وزملاؤهf(  تخمیرالوسط  إلى ة المختلفةنتروجینیالدر امصالتأثیر إضافة 

أعلى % 2إضافة مسحوق مصل الجبن بنسبة  أعطت فقد ،  R. mieheiفي إنتاج البروتیاز من 

ثم  ،%3تلاها إضافة الحلیب المقشود بنسبة  ،(SU/g Substrate 48600) تخثُّرال نشاطعائد ل

كما كان  ،التَّواليعلى  (SU/g Substrate) 39200و، 42850 العائد تحقَّقَ و  ،(2%) كازئینال

إلى  %10 ت عملیة الإضافة بنسبةأدَّ و  ،ط لتكوین الأنزیمثبِّ تأثیر مُ  للكازئین المرتفعةتراكیز لل

النشاط الأنزیمي  إلى زیادة )Boopathy)1994 ،40 و Preethaأشار و  .النشاط الأنزیمي تثبیط

الحلیب  تخثُّرنشاط  من لكلٍ  أضعاف 3.5و،  2بمقدار  R. miehei من فطر المُنتَجلبروتیاز ل

(MCA)  البروتین  الحالّ نشاط الو)(PA  إضافة مسحوق الحلیب المقشود بنسبعند  ،التَّواليعلى 

كما  .الشاهد بالمقارنة مع MCA/PAنسبة ال ثباتمع  الصّلب تخمیرالإلى وسط  %2 تصل إلى

 بإضافة R. pusillusمن  المُنتَجللبروتیاز  MCA/PAنسبة الأشار الباحثون إلى ازدیاد نسبي في 

  .2% تصل إلى إضافةعند نسب مسحوق الحلیب المقشود 

د حدِّ تُ  الَّتيالحجم، /السَّطحیَّةالأخرى كنسبة المساحة  الركازة یرتبط حجم جزیئات الركائز بخواصّ 

 ,Krishna) بل الأحیاء الدقیقةمن قِ  تخمیرال بدایةیمكن الوصول إلیه في  الَّذي الركازةالجزء من 

سطحاً كبیراً ) بالنسبة للحجم السَّطحیَّةللمساحة (الجزیئات ذات النسبة المرتفعة تؤمِّن و  ،(6 ,2005

. وتزداد هذه النسبة كلما انخفض حجم الجسیم .(Chisti, 2014, 758) للنشاط المیكروبي نسبیّاً 

على تحقیق الانتقال  تخمیرالر في قدرة نظام ، ما یؤثِّ جزیئات في كثافة التعبئةالر حجم یؤثِّ  كما

نقل  مُعدَّلوبالتالي  ،یشغله الهواء الَّذيد حجم الجسیمات حجم الفراغ حدِّ یُ إذ . الحراري والكتلي

حجم الجزیئات الأصغر في الانتقال الحراري وتبادل  یساعد .نموّ ال فيالأكسجین والتأثیر 

ر توفِّ و . السَّطحیَّةضمن الكتلة لركائز اسطح أكسید الكربون ما بین الهواء و  الأوكسجین وثاني

ر سطحاً محدوداً ها توفِّ لكنّ  ،الداخلیة التهویةالتنفس و الجسیمات الأكبر حجماً كفاءة أكبر في 

الجزیئات ذات الحجم والشكل بالغ  دّ عَ تُ  وفي المقابل .(Krishna, 2005, 6)للعمل المیكروبي 

غیر مرغوبة نظراً ) الرقائقو المسطحة، و المكعبة، ( م معاً بإحكامحزَ یمكن أن تُ  الَّتي ،الصغر

 أظهروقد . (Chisti, 2014, 758) للتهویةة اللازمة ل من الفراغات البینیّ قلِّ ما یُ  ،حكمةللتعبئة المُ 

Foda  في إنتاج البروتیاز من  )القمحنخالة ( الركازة تأثیر حجم جزیئات )584، 2012(وزملاؤه
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الحلیب عند استخدام  تخثُّرفي نشاط  16%تحقیق زیادة  تمَّ  وقد .Rhizomucor mieheiفطر 

ة بانخفاض حجم هذه النسب وانخفضت ،µm 300 أكبر من جزیئات من نخالة القمح بحجم

  .نشاط یذكر أيّ  µm 75استخدام جزیئات بحجم  لم یعطِ الجزیئات، إذ 

  :ةالصّلب ركازةللالمحتوى الرطوبي  3-1-3-3-2-

الدقیقة من الماء المضافة  كمِّیَّاتالمائیة النظر في ال الفعالیّةالمحتوى الرطوبي و  أهمِّیَّةتتطلَّب 

المیكروبي،  نموّ الو ، المُغذِّیاتمن انتشار  المحتوى الرطوبي المنخفض للحدّ إذ یمیل . الركازةإلى 

بینما تؤدي مستویات الرطوبة المرتفعة إلى تكتل الجزیئات، . الركازةالاستقرار الأنزیمي، وانتفاخ و 

ویختلف المحتوى الرطوبي . (Krishna, 2005, 4)الحد من انتشار الغازات، ومنافسة البكتیریا و 

یلاحظ الماء الحر في قشور الأشجار عند  ، إذالركازةة بحسب رَّ ل فیه الرطوبة الحُ تتشكَّ  الَّذي

 ،55%- 50 ویظهر في الأَرُز والكاسافا عند تجاوز المحتوى الرطوبي ،40%المحتوى الرطوبي 

 80%في الركائز اللجنوسیللولوزیة قبل الوصول إلى المحتوى الرطوبي  یظهر الماء الحرّ و 

(Raimbault, 1998, 15) . ٍة الصّلبات التخمُّر في معاملات  عامّ  ویتراوح المحتوى الرطوبي بشكل

  .(Krishna, 2005, 4) في حالة الفطریات 70%- 20بالنسبة للبكتیریا و 85%-30في المجال 

قد  تخمیراللوسط  "70%"المحتوى الرطوبي  أنَّ  إلى )1990b ،411(وزملاؤه  Thakurأشار 

عند استخدام نخالة  Rhizomucor mieheiمن فطر  المُنتَجأعطى أعلى نشاط أنزیمي للبروتیاز 

إلى انخفاض ملحوظ في النشاط الأنزیمي عند المستویات أیضاً  واوأشار  .أساسیة ركازةالقمح ك

وسط یب ترطأنَّ  )Boopathy)1994 ،39 و Preetha دراسة لـ أظهرتو  .الأعلى للرطوبة

 نسبة النشاط الأنزیميكبر قیمة لأأعطى ، (W:V) 0.6:1 مُعدَّلب )نخالة القمح( تخمیرال

)MCA\PA( بوساطة الفطریات المُنتَج لبروتیازل  Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus. 

المحتوى  أنَّ  )582، 2012(وزملاؤه Foda و ،)120، 2013(وزملاؤه  Khademiبینما أظهر 

 من إنتاج للحصول على أعلى مثلالأهو المحتوى  )نخالة القمح( تخمیرالوسط ل% 50 الرطوبي

  .Rhizomucor miehei  البروتیاز من فطر
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  :(pH) الرقم الهیدروجیني 2-3-3-2-

نشاط د حدِّ إذ یُ  مختلفة، قائبطر المیكروبي  لبقاءوا نموّ د للحدِّ كعامل مُ  pHالـ ز دور برُ یَ 

درجة الإتاحة ر في ؤثِّ ، كما یُ والاختزال الأكسدة تفاعلات في الرئیس العامل عدّ تُ  الَّتيالبروتونات، 

بالإضافة  .نموّ وغیرها من التفاعلات الحاصلة في بیئة الیات والعناصر النادرة، غذِّ البیولوجیة للمُ 

 الأكسدة تفاعلات في pHكما ینعكس تأثیر الـ  .ةنشاط الأنزیمات الخارجیّ  في إلى تأثیره

. (Jin and Kirk, 2018, 1f) س الخلويالتنفُّ ك الأنشطة الاستقلابیة المیكروبیة على والاختزال

مثالیة  مع قیمه ونشاطه خاص بنموِّ  pHویشغل كل نوع من الأحیاء الدقیقة مجال معین من الـ 

-pH 2)ضمن نطاق واسع  نموّ ر الفطریات الخیطیة استجابة جیدة للظهِ تُ إذ  ،ضمن هذا المجال

، 1998( وزملاؤه Şekerوقد أشار  .(Krishna, 2005, 5) (pH 3.8-6.0)مع مدى مثالي  (9

 سائل مستمرّ  تخمیرفي نظام  وإنتاجه للبروتیاز Rhizomucor miehei  فطر نموّ ر إلى تأثُّ ) 472

نشاط یذكر  وأيّ  الخلویَّةملموس للكتلة  نموّ ، إذ لم یظهر تخمیرالفي وسط  pHقیم الـ تبعاً ل

ضمن  تخثُّرازداد نشاط البینما  ،8و 4عند القیم  pHلـ ل بط المستمرّ الضّ الحلیب عند  تخثُّرل

، 2005(وزملاؤه  Silviera أشارو  .pH 6.8عند  تخثُّرأعلى نشاط  تحقَّقَ حیث  ،8[،  ]4 المجال

أعطى أنزیمات قد  pH 5.3عند  السائل تخمیرالضبط الحموضة الابتدائیة لوسط أنَّ إلى  )935

 كما. (pH 4, 4.5)للحلیب أعلى منه عند القیم  تخثُّربنشاط  Rhizomucor mieheiمن بروتیاز 

إلى أنَّ الضبط الابتدائي لحموضة المزرعة المغمورة ) Siika-aho)1988 ،163 و Baileyأشار 

البروتیاز منه ، قد أعطى نتائج أجدى في إنتاج pH 5عند درجة  Rhizomucor mieheiلفطر 

 أنَّ إلى ) 3201، 2020(وزملاؤه  Mujicaبینما أشار  .4.5وpH  5.5درجتي  ندعن الضبط ع

أعطى  ،pH 4 عند Rhizomucor mieheiلـ  السائل تخمیرالوسط الحموضة الابتدائیة لضبط 

   .pH 6بط عند أعلى منه عند الضّ للبروتیاز  تخثُّرنشاط 

في وسط  أو استهلاكها العضویَّة الحموضإفراز كتبعاً للأنشطة الاستقلابیة  pHر قیم الـ قد تتغیَّ 

 درس. (Krishna, 2005, 5) لمصدر النتروجینيأو بفعل الأثر الناتج عن حلمهة ا ،تخمیرال

Beyenal  ر الـ تغیُّ  )530، 1999(وزملاؤهpH لفطر  نموّ لوسط الRhizomucor miehei  خلال

 pH)إلى انخفاض في قیم الرقم الهیدروجیني الابتدائي  واالمغمور، وأشار  تخمیرالسیر عملیة 

ة الحموضة، نظمَّ الجلوكوز في مزارع الدفعة الواحدة غیر مُ  كمِّیّةمتناسب مع بشكل  (6.8



42 
 

 واوأشار . عند التراكیز الابتدائیة الأعلى من الجلوكوز (pH 2.7)والانخفاض إلى أدنى مستوى 

أقل  یُحقِّق الَّذيوهو المدى  ،في المزارع المستمرة pH 4.8-5.2إلى وصول الرقم الهیدروجیني إلى 

طویلة عند إضافة  مُدَّةللبروتیاز ل إنتاج أنزیمي مستقرّ  وانسبة لفقدان النشاط الأنزیمي، ولاحظ

كما . تخمیرالخلال  pHللـ  بط المستمرّ الضّ التراكیز المتوسطة المناسبة من الجلوكوز رغم عدم 

إذ لبروتیاز ها لإنتاجو لمزرعة ا نموّ في  pHللـ  بط المستمرّ لبي للضّ الأثر السّ أشار الباحثون إلى 

إلى  )Ayhan )2001 ،157fوقد أشار . NaOHمن إضافة  hrs 72-48بعد ات مؤشِّر رت التأثَّ 

في  pHلـ الابتدائي لبط عند الضّ  Rhizomucor mieheiأعلى نشاط للبروتیاز من  الوصول إلى

  .(pH 5.7-7.5)بالمقارنة مع باقي القیم ضمن المجال  ،pH 6.8 عند السائل تخمیرالوسط 

  :درجة الحرارة 3-3-3-2-

 خاصّةً ، اتالتخمُّر رة في أداء المؤثِّ  الفیزیائیَّةالعوامل  بین أهمِّیَّة كثرالعامل الأل درجة الحرارة مثِّ تُ 

وكما  .وإنتاج الأنزیمات أو نواتج الاستقلاب لدرجة الحرارة نموّ ة اللحساسیَّ نظراً  ةالصّلبات التخمُّر 

ضمن نطاق واسع من درجات  نموّ فإنَه یمكن للفطریات ال ،هو الحال في قیمة الرقم الهیدروجیني

د حدِّ ها تُ ر العملیات البیولوجیة في أنَّ درجة الحرارة في تطوّ  أهمِّیَّةوتكمن ، (C̊ 55-20)الحرارة 

ب ستقلَ تثبیط أو تسریع إنتاج مُ و ، اتتثبیط الأنزیمو ة كتخریب البروتین، عض التأثیرات الهامّ ب

  .  (Krishna, 2005, 5) موت الخلایابالإضافة إلى ن، معیَّ 

في  (C̊ 48 ,45 ,42.5 ,40 ,37 ,30)تأثیر درجات الحرارة  )Ingle )1972 ،975 و Streetsدرس 

عند درجة  نموّ أقصى إلى تَحقُّق  اوأشار  .مغمور تخمیرفي بیئة  Rhizomucor mieheiفطر  نموّ 

ساعات،  8خلال  C̊ 53.5 و 36.7 الدَّرجاتإنبات للأبواغ عند  یحدث أيّ  ولم .C̊ 48حرارة 

یة الحدِّ  الدَّرجاتعند  نموّ وحدث ال. هي الدرجة المثالیة لإنبات الأبواغ C̊ 45وكانت درجة الحرارة 

(20, 25 C̊)  37عندما تمَّ إنبات الأبواغ مسبقاً عند الدرجة C̊ . وتجدر الإشارة إلى أنَّ درجة

غالباً ما تُظهِر اختلافاً عن الدرجة المثالیة للإفراز الأنزیمي، والنهج الواضح  نموّ الحرارة المثالیة لل

ة الدرجة المثالیة یّ لوَّ هو تنفیذ المعاملة على مرحلتین بحیث تقُارب درجة الحرارة الأ في هذه الحالة

 Harvey and)حقة في المرحلة اللاّ  المُنتَجلتكوین الحرارة إلى الدرجة المثالیة  ، لتُعدَّلنموّ لل

McNeil, 1994, 165) . أشار قد وKhademi  119، 2013(وزملاؤهf(  نموّ إلى ازدیاد 

أعلى  وصولاً إلى C̊ 25 عنوإنتاجه للبروتیاز بارتفاع درجة الحرارة   Rhizomucor mieheiالفطر
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 لتثبیط كاملالأعلى وصولاً  الدَّرجاتالنشاط الأنزیمي عند انخفاض ، ثُمَّ C̊ 42 نشاط أنزیمي عند

إلى الحصول على أعلى عائد لنشاط  )1990b ،411(وزملاؤه  Thakur كما أشار .C̊ 52عند 

 ،C̊ 42 حرارةعند درجة ر صلب یفي وسط تخم  Rhizomucor mieheiلبروتیاز منل تخثُّرال

 لـ وفي دراسة أخرى .عند درجات الحرارة الأعلى والأكثر انخفاضاً  البروتیازنخفاض في إنتاج والا

Foda 582، 2012(ه وزملائf( الفطر أعطىRhizomucor miehei   تخثُّرلنشاط ال عائد أعلى 

  رة تأثیروكان لانخفاض وارتفاع درجات الحرا ،C̊ 40 عند درجة حرارة للبروتیاز
ّ
 العائد في سلبي

إلى الحصول على أفضل إنتاج  )Siika-aho)1988 ،163 و Baileyأشار  بینما .يالأنزیم

. C̊ 30عند درجة الحرارة  مغمور تخمیرفي نظام  Rhizomucor mieheiللبروتیاز من فطر 

الحلیب للبروتیاز  تخثُّرإلى الحصول على أعلى نشاط ل )157، 2001(وزملاؤه  Ayhan وأشار

عند درجة الحرارة بظروف ثابتة مغمور بدفعة واحدة  تخمیرفي نظام  Rhizomucor mieheiمن 

37.6 C̊ .  

  :التهویة والتحریك نظام 4-3-3-2-

، وبخار الماء، جین وإزالة ثاني أوكسید الكربونبالأوكسالأحیاء الدقیقة ق التهویة تزوید حقِّ تُ 

فة إلى إزالة الحرارة المتراكمة، ، بالإضاالمتطایرة الناتجة عن عملیات الاستقلاب مكوِّناتوال

 ،نموّ بیئة ال مجانسةیلعب نظام التحریك دوراً هاماً في كما . الصّلب تخمیرالفي نظام  خاصّةً 

 ,Zhou et al., 2018, 4, 8; Pérez-Guerra et al., 2003) ،التوزیع الحراري، و كسجینو الأب تزویدالو 

في مرق  ي سرعات التحریك المرتفعة إلى زیادة قوى القصّ قد تؤدِّ من جهة أخرى فو  .(346

، والتأثیر في نموّ ، وتباین الالخلویَّةإلى تقطیع المیسیلیوم، والإضرار بالبنیة  یؤدِّيما قد  تخمیرال

دون من قد یَحول التحریك  كما .(Zhou et al., 2018, 4,8) ، والتولید الحراريتكوین المُستقلبَات

إلى الإضرار بهذه الهیفات  یؤدِّيوقد  .ة ضمن كتلة واحدةالصّلبارتباط الهیفات الفطریة بالركائز 

(Mitchell et al., 2006, 91).  لیس الصّلب تخمیرالفي نظام  المُغذِّیاتكما أنَّ تحقیق انتشار 

-Pérez)ة الصّلبللمیسیلیوم للركائز  دالجیِّ البالغة بالنسبة للفطریات بسبب الاختراق  همِّیَّةبالأ

Guerra et al., 2003, 346).  وقد أظهرAyhan  158، 2001(وزملاؤهf(  التحریك  مُعدَّلتأثیر

(67-120 spm)  في إنتاج البروتیاز من فطرRhizomucor miehei   المغمور  تخمیرالفي نظام

 تخمیرالبالقرب من سطح وسط  يفطر ال نموّ ال تشكَّل إذظروف ثابتة، الواحدة تحت دفعة ال ذي
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أعطت عند سرعات التحریك المنخفضة، بینما  اً متوسط اً أنزیمی اً ات كبیرة وأعطى نشاطریّ بشكل كُ 

علیه ات الفطریة أقل مما هو ریّ وكان حجم الكُ  اً،منخفض اً أنزیمی اً سرعات التحریك المرتفعة نشاط

 مُعدَّللي بشكل متناسب مع زیادة استهلاك الجلوكوز الأوَّ  مُعدَّلكما ازداد  ،في باقي المعاملات

 81"تحریك  مُعدَّلأعلى نشاط أنزیمي عند  تحقَّقَ ، و نقل الجلوكوز مُعدَّلالتحریك نتیجة لارتفاع 

spm"  167بعد hrs.  وأشارMujica  أعلى نشاط إلى الوصول إلى  )3201، 2020(وزملاؤه

درجة  عندمن التحضین  hrs 72بعد  Rhizomucor mieheiللبروتیاز من  (SU/mL 667) أنزیمي

بالمقارنة مع النشاط الحاصل  "rpm 300" السائل بسرعة تخمیرالوسط  عند تحریك C° 37حرارة 

كما أشار الباحثون إلى الأثر ، نفسها تحت الظروف "rpm 200" مُعدَّلعند التحریك عند 

  .تخثُّروزمن التحضین، وسرعة التحریك في نشاط ال ،pHالمعنوي لتفاعل عوامل الـ 

  :للمزارع المیكروبیة نموّ ال حركیَّةو  رتخمُّ الزمن  5-3-3-2-

في حال  نموّ ى بدورة السمَّ الخلایا المیكروبیة أو ما یُ  نموّ المختلفة لمنحني  تظهر الأطوار   

قد لا یظهر  ، الَّذي(Lag Phase)وتبدأ بالطور التمهیدي أو طور الركود . ها في نظام مغلقنموِّ 

  نموّ یكاد یكون الو . (Macauley-Patrick and Finn, 2008, 71)الحالات  جمیعفي 
ّ
في  النَّوعي

المیكروبیة بالانقسام في  الخلویَّةلا تبدأ الكتلة  إذ، )μ ≈ 0( هذا الطور معدوماً من الناحیة العملیة

على الزیادة في الوزن  نموّ ویقتصر ال ،(Rodriguez-Leon et al., 2013, 184)هذه المرحلة 

 .ویُعزى الدخول في هذه المرحلة إلى التكیُّف الفیزیولوجي للخلیة مع ظروف المزرعة. والحجم

وتخلیق البروتینات اللازمة  )mRNA( معین مرسال رناوقد ینطوي ذلك على شرط زمني لتخلیق 

لمنخفضة للكائنات وقد تعود هذه المرحلة أیضاً إلى الكثافات ا. بات المزرعة الجدیدةلتلبیة متطلَّ 

المفرزة من الخلایا  المُغذِّیاتي إلى التخفیف من الأنزیمات الخارجیة و دّ تؤَ  الَّتيالحیة الدقیقة، 

وفي حال انخفاض كثافة . تشارك هذه المواد من قبل الخلایا المتجاورة یتمّ وعادةً ما  ،امیةالنّ 

وانقسام الخلایا وانتقالها  نموّ ونتیجة لذلك یتباطأ . الخلایا تقل تراكیز هذه المواد ویصعب تناولها

في  التحكُّمویمكن  .یدوم الطور التمهیدي من دقائق إلى ساعات عدیدة. إلى المرحلة الأُسِّیة

 Maier and)لي الأوَّ  لّقاحامتداد هذا الطور إلى حدٍ ما لاعتماده على نوع الوسط وحجم ال

Pepper, 2015, 38f) . َّلاختصار الوقت  تخمیرالل اختصار هذه المرحلة في معاملات ویفض
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بحجم لا یقل  لقّاحواستخدام  مشابهة بیئیّةفي وسط مماثل تحت ظروف  لّقاحوالتكلفة بتحضیر ال

  . (Macauley-Patrick and Finn, 2008, 71)من خلایا نامیة بالطور اللوغاریتمي  5%عن 

 accelerated)المتسارع  نموّ بسرعة خلال طور ال) من حیث الانقسام( نموّ تبدأ الخلایا بالو 

growth phase)  نموّ ال مُعدَّلوذلك بتكوین خلایا جدیدة، ویزداد  
ّ
 < μ)خلال هذا الطور  النَّوعي

-Rodriguez)بالمقارنة مع العملیة بأكملها  نسبیّاً الفترة الزمنیة لهذه المرحلة قصیرة  عدّ وتُ  .(0

Leon et al., 2013, 184).  

 logarithmic or exponential)تنتظم سرعة الانقسام خلال الطور اللوغاریتمي أو الأُسِّي و  

growth phase)  َّنموّ ال مُعدَّلز هذا الطور بثبات ویتمی  
ّ
 مُعدَّل دّ عَ یُ خلال كامل المرحلة، و  النَّوعي

 اللوغاریتمي  نموّ ال
ّ
  نموّ  مُعدَّلأعلى  النَّوعي

ّ
 التخمُّریمكن تحقیقه خلال مرحلة  نوعي

(Rodriguez-Leon et al., 2013, 184).  كما یمكن تسجیل أقصر وقت جیل في هذا الطور

(Maier and Pepper, 2015, 40) . وتكون الخلایا في أفضل أطوار النشاط الفیزیولوجي وتكون

ج ، وتدرُّ ATP ،PEPبـ  عامّ  ل بشكلٍ قادرة على تحویل مصادر الكربون إلى سلائف بیولوجیة تتمثَّ 

واحید الم لمختلف الحیوي للتخلیقدخل هذه السلائف في مسارات بیولوجیة مختلفة تو . البروتون

(Monomers) )تتبلمر الَّتي ،)السكریاتو  الدهنیة، الحموضو  النوكلیوتیدات،و  الأمینیة، الحموض 

 )الدهونو  ة،الریبیّ  الحموضو  ة،وویّ النَّ  الحموضو  البروتینات،( المطلوبة البولیمرات لإعطاء بدورها

  .(El-Mansi et al., 2006, 17) الجدیدة الحیویَّة الكتلة اللازمة لتكوین

یات غذِّ خلال الطور اللوغاریتمي إلى الانخفاض التدریجي للمُ  الخلویَّةالكتلة والأعداد  ازدیاد یؤدِّي

المتباطئ  نموّ إلى الدخول في طور ال یؤدِّيما ، نموّ نواتج الاستقلاب في وسط ال موتراكُ 

(Decelerated growth phase)،  بالتباطؤ في هذه المرحلة  الحیویَّةتكوین الكتلة  مُعدَّلیبدأ إذ

(El-Mansi et al., 2006, 24; Rodriguez-Leon et al., 2013, 184) .  

 حمضو كالإیثانول، (زة فرَ ات المُ المُنتَجك المُثبِّطاتاستنفاذ المواد المغذیة وزیادة نسبة  یؤدِّيو 

ة في المزارع ذات قد تكون سامّ  الَّتي ،)العطریة والمركبات المیثانول،و  الخلیك، حمضو  اللاكتیك،

ى هذه سمَّ وتُ  .إلى الصفر لتبدأ بعض الخلایا بالموت نموّ ال مُعدَّلالكثافة العالیة، إلى انخفاض 

 ,Macauley-Patrick and Finn, 2008) (Stationary growth phase) نموّ المرحلة بطور ثبات ال



46 
 

71f) . الخلایا المیتة أو  كمِّیّةتم تكوینها و  الَّتيالخلایا  كمِّیّةوتحصل حالة من التوازن ما بین

لة حیث وتبدأ الخلایا الحیة بالتغذیة على الخلایا المیتة المتحلِّ . فقدت قدرتها على الانقسام الَّتي

وتبدو الخلایا أصغر وأكثر استدارة . والانقسام في هذا الطور قدر الإمكان نموّ تستمر الخلایا بال

  . (Maier and Pepper, 2015, 40f)ا هي علیه في الطور اللوغاریتمي نتیجة للإجهاد الغذائي عمّ 

 نموّ یزداد عدد الخلایا المیتة في النظام المغلق بمرور الزمن لتمر بالمرحلة الأخیرة من منحني ال

الانقسام لكن و  نموّ قد تتواجد فیه بعض الخلایا القادرة على ال الَّذيوهي طور الموت أو التلاشي، 

  مُعدَّلنسبة فقد هذه الخلایا أكبر من اكتسابها، ویكون ال
ّ
 مُعدَّللموت الخلایا أكبر من ال النَّوعي

 
ّ
  . (Rodriguez-Leon et al., 2013, 185) نموّ لل النَّوعي

مترافقة مع : إلى ثلاث أنواع المُنتَجوتكوین  نموّ بین ال حركیَّةات وفقاً للعلاقة الالتخمُّر ف تصنَّ و 

على  IIIو ،IIو، I ، كما تعرف بالأنواعنموّ المترافقة مع ، وغیر نموّ الاً مع جزئیّ  مترافقة، و نموّ ال

المستخدمة في  الركازةشتقاً بشكل مباشر من مُ  المُنتَجاعتماداً على ما إذا كان و . التَّوالي

إذا تمَّ  (III)ویحدث النوع  .) IIالنوع (إنتاجه في مسار ثانوي  ، أو تمَّ )Iالنوع (لي الاستقلاب الأوَّ 

 یتمّ و  .(Crueger et al., 2017, 70f)لي في أوقات منفصلة تماماً والاستقلاب الأوَّ  المُنتَجتكوین 

خلال الطور اللوغاریتمي مع انخفاض ) ةلیّ المُستقلَبات الأوَّ ( نموّ ات المرتبطة بالالمُنتَجإنتاج 

 إنهاء یمكنو  ،نموّ ال مُعدَّلب مباشرة المُنتَج تكوین مُعدَّل یرتبط ما عادةً ، و نموّ ف المع توقُّ تكوینها 

ویكاد یكون  .الثَّبات طور إلى الخلیة دخول قبلو  اللوغاریتمي نموّ ال مرحلة نهایة في تخمیرال

 نموّ معدوماً خلال ) ثانویّةمنتجات الاستقلاب ال( نموّ ات غیر المرتبطة بالالمُنتَجتكوین  مُعدَّل

 ,Macauley-Patrick and Finn) الثَّباتخلال طور  اتالمُنتَجإنتاج هذه  یتمّ الخلایا النشطة و 

، كما تخمیرالاللازمة لتخلیق نفس المُستَقلَب باختلاف نظام  تخمیرالوقد تختلف فترة . (72 ,2008

  .     (Demir, 2012, 16f)التفاعل  ركازةقد تختلف باختلاف 

في مزرعة مغلقة  حركیَّةالعوامل ال )Barnett)1993، 1010-1013 و Escobar درس

استهلاك  مُعدَّلتمَّ تقدیر إذ  ،سائلة تخمیرفي بیئة لإنتاج البروتیاز   Rhizomucor mieheiلفطر

مترافق جزئیاً إنتاج البروتیاز  أنَّ  نیَّ بتلی في ظروف مختلفة، والأنزیمیة الخلویَّةوالتراكیز  ،الركازة

إنتاج  أنَّ  الباحثان واقترح .نفس النموذجل ان دائماً بعوإنتاج الأنزیم لا یت نموّ ال نظراً لأنَّ  نموّ المع 

تخلیق الفطر للمركبات  أنَّ و  ،ینفصل عن الاستقلاب الأساسي الفطر للأنزیم یتبع مسار ثانويّ 
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ترافق  إذ ،الركازةاستهلاك  مُعدَّلولاسیما على التفاعل،  ركازةمن الخلایا و  یعتمد على تراكیز كلٍ 

أعلى نشاط  تحقَّقَ و  ،)بعد استهلاكها(في الوسط  الركازةزیادة النشاط الأنزیمي بانخفاض تراكیز 

مثَّل بانخفاض تدریجي في تَ  pHالـ  درجةر في ولوحظ تغیُّ  .تخمیرالمن بدء  hrs 120أنزیمي بعد 

في و  .الإنتاج الأنزیمي فيأثَّرَ سلباً  الَّذيالأمر  ،وارتفاع كبیر في المراحل الأخیرة تخمیرالبدایة 

  Rhizomucor mieheiحول إنتاج البروتیاز من فطر  )1990b ،413(ه وزملائ Thakurدراسة لـ 

خلال  تخمیرالفي نظامي  ر سائلة وأخرى صلبة، ازداد النشاط الأنزیمي للبروتیازیفي بیئة تخم

من بدء التحضین لیبدأ النشاط بالانحدار  hrs 72أقصى قیمة بعد  إلى لاً و وص "hrs 48-24"الفترة 

قیمة أعلى الوصول إلى إلى  )Boopathy)1994 ،39f و Preetha أشاروقد  .بعد هذه الفترة

  تخثُّرلنشاط ال
ّ
 أیام 5 بعد Rhizomucor miehei من للبروتیاز (MCA/PA)لنشاط انسبة و  النَّوعي

 أعلى نشاط  تحقَّقَ بینما  تحضین على نخالة القمحمن ال
ّ
أیام من  3حال للبروتین بعد  نوعي

 إفرازلوصول إلى أقصى ا إلى أنَّ وزملاؤه ) Kazemi-Vaysari )2002 ،101 أشارو ، التحضین

أیام  4د بع كانصلبة  تخمیرفي بیئة  Rhizomucor mieheiمن فطر  للبروتیاز نشاط أنزیميو 

نزیمي إلى ازدیاد النشاط الأ )934، 2005(وزملاؤه  Silveira شارأكما ، التحضینمن بدء 

من التحضین  hrs 48بعد صلبة  تخمیرفي بیئة  Rhizomucor mieheiمن  المُنتَجللبروتیاز 

 )117، 2013(وزملاؤه  Khademi وأوضح  ،ساعة 72بعد  أقصى نشاط أنزیمي إلىللوصول 

 110 مُدَّةبعد التحضین ل Rhizomucor mieheiللبروتیاز من  لأقصى نشاط أنزیميالوصول  أنَّ 

hrs في دراسة لـو  ،في وسط صلب Foda الأنزیمي  نتاجازداد الإ )584، 2012(ه وزملائ

خفاض انا ذلك إلى و وعز  ،نزیمإنتاج الأتبع ذلك انخفاض في  أیام 3إلى  للبروتیاز وصولاً 

     .للفطریاتتاحة المُ  المُغذِّیات

  :وحجمه لّقاحنوع ال 6-3-3-2-

ات التخمُّر المستخدمة في  سغالبیة الفطریات والأكتینومایسظهر التَبَوُّغ اللاجنسي عند یَ 

 تخمیرالفي معاملات  لّقاحق الأبواغ عند تحضیر اللَّ عَ ، ومن الشائع استخدام مُ الصناعیَّة

(Stanbury et al., 2016, 368) . إمكانیّةبالمقاومة العالیة للظروف، و البوغي  لّقاحیمتاز الو 

القیام بتفاعلات التحویل الأبواغ  ستطیعوغالباً ما ت ،التحضیرسهولة التخزین طویل الأمد، و 

بات تطلَّ والمُ  طول للطور التمهیدي،الأوقت علیه ال عابوقد یُ  .بنفس كفاءة المیسیلیوم الحیويّ 
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 نموّ اختلاف الظروف المثلى لإنبات الأبواغ عن ظروف الإلى  بالإضافة، لقّاحالأكبر لحجم ال

ما ج بعض الفطریات الأبواغ اللاجنسیة نتِ قد لا تُ و  .(Mitchell, 1992, 25-26) الخضري

المستخدم في الإنتاج  Gibberella fujikuroiكفطر  ،المیسیلیوم الخضري لّقاحتوجب استخدام سی

 أفضل تكوین بعض الأحیاء رظهِ قد تُ كما  .(Stanbury et  al., 2016, 376) للجبریلین جاريّ التِّ 

-Siikaو Baileyوقد أوضح ، (Abdullah et al., 1985, 20) الخضري لّقاحال ج عند استخدامنتَ لمُ ل

aho )1988 ،164f (أیام لفطر  3الخضري بعمر  لّقاحأنَّ استعمال الRhizomucor miehei 

 30 مع بالمقارنةساعات  5ى إلى تخفیض الطور التمهیدي إلى مغمور قد أدّ  تخمیرفي وسط 

 اً نشاطالخضري  لّقاحاستخدام الكما أعطى ، اً یوم 14البوغي بعمر  لقّاحساعة عند استخدام ال

الخضري في صعوبة  لّقاحة في الئیسیّ وتكمن المشكلة الرَّ  .للبروتیاز خلال فترة أقل اً مرتفع اً أنزیمی

جوء إلى التجزئة للحصول على عدد كبیر من أجزاء اللّ  یتمّ و د قیاسي، موحَّ  لّقاحالحصول على 

  .(Stanbury et al., 2016, 377)امیة المیسیلیوم وبالتالي عدد كبیر من النقاط النّ 

 حجممن  0.1-10%ضمن المجال  الصناعیَّةات خمُّر التَّ المستخدم في  لّقاحیتراوح حجم الو  

 mL ((Lambert and Meers, 1983, 267; Gowthaman et /بوغة( 810-610وبتراكیز  الركازة

al., 2001, 306).  بما یضمن توزیع  نسبیّاً  أعلىت مُعدَّلاة بالصّلبات خمُّر التَّ التلقیح في  یتمّ و

 المُغذِّیاتنافس على س والتَّ كدُّ دون التَّ  من الركازةالأبواغ أو أجزاء المیسیلیوم على معظم جزیئات 

تأثیر حجم  )158، 2001(وزملاؤه  Ayhanوقد أظهر  .(Abdullah et al., 1985, 26)المحدودة 

 تخمیرالبروتیاز باستخدام نظام في إنتاج  Rhizomucor mieheiأبواغ الفطر  مُعلَّقب لّقاحال

 /بوغة 610×8( الأبواغ مُعلَّقأعطى التلقیح ب إذ، (v/v)% 11.2-3.1مغمور ضمن المجال 

cm3(  72بعمر hrs،  وأشار الباحثون إلى تناسب  .الحلیب تخثُّرأعلى نشاط ل  5.2%مُعدَّلبو

 أشارو . المُتشكِّلة الخلویَّةنتیجةً للكتلة  لّقاحمع حجم ال تخمیرالاستهلاك الجلوكوز في وسط 

Foda  للبروتیاز من تخثُّراللنشاط  إلى الحصول على أعلى عائد )583، 2012(وزملاؤه 

Rhizomucor miehei  108×1.8" بنسبة الأبواغ مُعلَّقب تلقیح نخالة القمح عند CFU/g" 

هذا وقد یرتبط شكل المزرعة الفطریة الناتجة  .الأعلى تمُعدَّلاالشاط الأنزیمي عند وانخفاض الن

والتحریك  تخمیرالكالإضافات في وسط  ،، إلى جانب العوامل الأخرىلّقاحبظروف إعداد ال

(Stanbury et al., 2016, 377f)ذو التركیز المرتفع إلى إعطاء شكل منتشر  لّقاح، إذ یمیل ال
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ات ریّ بتراكیز منخفضة من الأبواغ یمیل إلى تكوین الكُ  لّقاح، في حین أنَّ استخدام نموّ لل

)Whitaker, 1992, 25( . ة غیر نیوتونیّ إلى إعطاء خواص لزوجة  نموّ یمیل الشكل الخیطي للو

خصائص  رويّ یصعب تحقیق التهویة المتعادلة، بینما یعطي الشكل الكُ ما ، تخمیرالعالیة لمرق 

ض مراكز الحبیبات إلى انخفاض قد تتعرَّ و  .اً نیوتونیة للمرق أقل لزوجة بكثیر لكن أقل تجانس

 ضهاعرِّ یُ أو  ،في المركز الحیویَّةالكتلة  نموّ ما یعیق بسبب قیود الانتشار،  المُغذِّیاتالأوكسجین و 

   .(Stanbury et al., 2016, 377f)ل للتحلُّ 

  :حقةالمعاملات اللاّ  4-2-

 مرتبطة بالغشاء الخلوي الخارجي،بروتینات كأو  إلى خارج الخلیةالأنزیمات یُفرَز العدید من 

كالأمیلاز، والسیلولاز،  الصناعیَّةوتُشكِّل الأنزیمات الخارجیة هذه غالبیة الأنزیمات 

رتبط أو یداخل الخلیة  بینما یُفَرز بعض الأنزیمات. والدیكستراناز، والبروتیاز، والأمیلوجلوكوزیداز

. والجلوكوز أوكسیداز كالأسبارجیناز، والكاتالاز، والكولسترول أوكسیداز، ،الخلويّ  ة بالغشاءبقوّ 

المزرعة  رُشاحةالسائل أو  تخمیرالل استخلاص الأنزیمات الخارجیة من محلول وبینما یَسهُ 

 ,Robinson) العدید من المعاملات الأكثر تعقیداً  استخراج الأنزیمات الداخلیة یتطلَّب ،ةالصّلب

2015, 22; Sumantha et al., 2006, 214f) .  

ستخدم إذ تُ  الداخلي، ر الأنزیمیتحر لتحطیم الخلایا ات تقنیاستخدام واحدة أو أكثر من یمكن  

غیر المیكانیكیة في حالات الإنتاج المحدود مثل التجفیف تحت التفریغ، والتجفید، ق ائطر ال

أو  ،ذیباتل الكیمیائي للجدار الخلوي بالمُ ة، والتحلُّ والصدمة التناضحیّ  ،الحراریَّةوالصدمة 

 ر السَّ وتُّ أو خافضات التَّ  ،الحیویَّةات أو المضادّ  ،الأنزیمات
ّ
ق ائستخدم الطر بینما تُ . طحي

حن ة، والطَّ وتیّ عریض للأمواج فوق الصَّ المیكانیكیة عند الإنتاج على نطاق واسع كالبثق، والتَّ 

  . (Ottens et al., 2006, 221f)بالكُریّات 

وفق عملیة متقطعة أو  الخارجیة استخلاص الأنزیمات یتمّ رة و تخمِّ ة المُ الصّلبت المواد فتَّ تُ و 

 1-1:8وبنسبة  دقیقة 60- 50(ذیب مع المُ  ماسّ بالتَّ  (Leaching)تصفیة الأنزیم وتتم . ةمستمرّ 

 مثل( فةخفَّ مُ ال لأملاحاحالیل أو م ،قیةو الممحالیل أو ال ،الماء ستخدمیُ  إذ، )مادة صلبة:مذیب

 أو، (Lonsane and Krishnaiah, 1992, 157f) )%1(الجلیسرول  أو ،%)0.9 كلورید الصودیوم

 triton x-100 ،tween 20 ،tween 40 مثل( غیر الأیونیة فاتنظِّ مُ لل (1%) فةخفَّ مُ المحالیل ال

،tween 60 ،tween 80(،  الخلوي والغشاء السیتوبلاسمي  لجدارا على كل من المُنظِّفات تعملو

إلى استخلاص الأنزیمات المرتبطة بالغشاء  یؤدِّيما  ،نةعیَّ خلیة نفوذة لمواد بروتینیة مُ جعل الل
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الحفاظ على  أهمِّیَّةوتعود . )(Sumantha et al., 2006, 214 ةبالإضافة إلى البروتینات الخارجیّ 

نة في بعض حالات الاستخلاص إلى الحفاظ على استقرار الأنزیم، عیَّ درجة حموضة وحرارة مُ 

الحفاظ على درجة حرارة یساعد  ،C̊ 30 حرارةعند درجة الاستخلاص  فرغم إتمام معظم عملیات

4-10 ̊C  كما یساعد الحفاظ على . لهالبروتین أو تحلّ  خریبوت ،المیكروبي نموّ ال بتجنُّ علىpH 

 ,Chisti)ترسیب الأنزیم ب تجنُّ على  للأنزیم الكهربائي نقطة التعادل والابتعاد عن ،7قریب من 

 وقد، المثالیة للتصفیة الدرجة عنلأنزیم ستقرار االدرجة المثالیة لا وقد تختلف. (2455 ,1999

 أعلى نشاط على وزملاؤه ) Kazemi-Vaysari )2002 ،102حصل 
ّ
 الحلیب تخثُّرل نوعي

بالترسیب بكبریتات الأمونیوم بنسبة إشباع بالاستخلاص  Rhizomucor mieheiن م بروتیازلل

  .pH 6.5عند  %50

ناتالق الاستخلاص المختلفة العدید من ائر طر حرٍّ تُ   ة والبولي وویّ النَّ  الحموضك الخلویَّة مكوِّ

 ثتلوُّ المصدر الرئیسي ل مكوِّناتهذه ال تُشكِّلو  وسط الاستخلاص، فيالأنزیم  إلى جانب سكارید

بدرجة عالیة  هدف إنتاج أنزیمبتنقیة ال تُجرى عملیةو  .الخلویَّةجزاء باقي الأبالإضافة إلى  المُنتَج

 Sumantha et) كفایة للمزید من المعاملة مستقرَّةوبجزیئات مرتفعة،  ةأنزیمی فعالیةمن النقاوة و 

al., 2006, 215)،  ُر الأنزیمي، إذ  وفقة للتنقیة د الدرجة النهائیّ حدَّ وت مجال استخدام المُحضَّ

یستخدم الأنزیم الخام في بعض الصناعات كصناعة النسیج والورق وتحضیر الأعلاف، بینما 

 ;Sing et al., 2008, 196f) %99.99ة إلى بیَّ المستخدم في المجالات الطِّ  المُنتَجتصل نقاوة 

Ottens et al., 2006, 221).  

النهائي،  المُنتَجقبل تركیز وتنقیة  هازالة الخلایا وأجزائلإ (Clarification)ترویق عملیة ال تُجرى

ص كما یمكن التركید للتخلّ  ،المُنتَجالتقنیتان الرئیستان لترویق  الطرد المركزي والترشیحویُشكِّل 

عن  الأنزیماتفصل  في بالنوكلیازة وویّ النَّ  الحموضهضم ویساعد . من الجزیئات الكبیرة

 إزالته بالمراحل اللاحقة من التنقیة تتمو  .الناتجة عنها اللزوجة ض منخفِّ یُ و  ،بروتینات الخلیة

(Ottens et al., 2006, 223; Sumantha et al., 2006, 215).  استخدمقد و Khademi  وزملاؤه

 ماسّ عملیة التَّ ) 2005 ،933(Silveira و ،)580، 2012(وزملاؤه Foda و ،)116، 2013(

الخام للبروتیاز مستخلص الالطرد المركزي للحصول على  مَّ ثُ  ،جوترشیح المحلول النات ،مع الماء

، 2005(وزملاؤه  Silveira كما استخدم .الصّلب تخمیرالمن وسط  Rhizomucor mieheiمن 

الخام لبروتیاز  المُنتَجمَّ الطرد المركزي لتحضیر ثُ  ،السائل تخمیرالترشیح مرق  )933

Rhizomucor miehei.  
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ة، وغالباً ما یقصد بذلك إزالة ذیب وتنقیته النهائیّ قبل استعادة الأنزیم من المُ  المُنتَجتركیز  یتمّ 

ویُعد التبخیر الطریقة الأكثر شیوعاً . النهائي المُنقّى المُنتَجالماء، وقد تكفي هذه الخطوة لتحضیر 

لإزالة الماء أو المُذیب من المزیج، ویراعى في هذه الطریقة الحفاظ على درجة حرارة منخفضة 

  . (Ottens et al., 2006, 229)ب تخریب الأنزیم وضغط منخفض لتجنُّ 

ة لیّ ستخدم في المراحل الأوَّ یُ حقة، فقد یُستخدم الترسیب خلال مراحل عدیدة من المعاملات اللاّ 

قبل التنقیة  المُنتَجیُستخدم لتركیز مستقر، كما  وسیط لتشكیل مركبلإزالة الماء والأملاح 

مونیوم أو بالمحالیل كسلفات الأالأملاح ب بالترسیب غیر المرغوبةإزالة الجزیئات  ة، إذ تتمالنهائیّ 

 ,.Ottens et al) لاحقاً  الأملاح المرتبطة بالأنزیم بالدیلزةإزالة  یمكن إذ یثانول،الإو  كالأسیتون

2006, 231)  .  

مع الماء مع تطبیق  ماسّ التَّ ) 400، 1993؛ 1990b ،410(وزملاؤه  Thakur استخدم  

في محلول  Rhizomucor mieheiمن بروتیاز  نسبیّاً الضغط للحصول على تراكیز أكبر 

بالطرد المركزي فالتبخیر عملیة الاستخلاص  اعتباو ، الصّلب تخمیرالمن وسط الاستخلاص 

 pH ـومعادلة ال الحراریَّةز، والمعاملة متَ اً بالطین المُ ت تنقیة الأنزیم جزئیّ وتمَّ  .ريالدوراني القس

  .اً بالإیثانولنقى جزئیّ ، وتمَّ ترسیب البروتیاز المُ كاللیباز لترسیب الأنزیمات غیر المرغوبة

الظروف المثلى لاسترداد بروتیاز وزملاؤه ) Kazemi-Vaysari )2002 ،102درس و 

Rhizomucor miehei  أقصى نشاط  تحقَّقَ  إذ، الصّلب تخمیرالوسط  رُشاحةمن 
ّ
للأنزیم  نوعي

بعدد مرات تنقیة یعادل (50%) بمحلول كبریتات الأمونیوم  الترسیبب pH 6.5 باسترداده عند

     .یثانولثم الترسیب بالإ ،)%(65تلاه الترسیب بمحلول الأسیتون  ،أضعاف 3.9

بوساطة  الخلایاأیضاً باستخدام تقنیات الترشیح الغشائي، حیث تُحتَجَز  المُنتَجیمكن تركیز 

 10)، بینما تَحتجِز أغشیة الترشیح فوق العالي )µm 0.5-0.2ذات المسام (أغشیة الترشیح الدقیق 

nm)  ُستخدم الأخیرة البروتینات ذات الوزن الجزیئي المرتفع، وتسمح بمرور الماء والأملاح، إذ ت

   .(Ottens et al., 2006, 334)، أو لغسیل الأملاح منه  المُنتَجفي تركیز 

ق المستخدمة في تنقیة ائأهم الطر ) سائل- الاستخلاص سائل(ذیبات البلورة والاستخلاص بالمُ  عدّ تُ 

إذ  ،مكوِّناتوتعتمد الطریقتان على الاستخلاص الانتقائي للمُنتَج بین مجموعة من ال، المُنتَج

كالبوتانول،  العضویَّةذیبات باستخدام المُ  المُنتَجطبَّق الاستخلاص السائل ثنائي الطور لفصل یُ 

بینما تنتقل ذیب، للطور المُ  المُنتَجینتقل و  .ة الأخرىبات الأمینیّ ركَّ والأسیتات بوتیل، أو المُ 

ناتال ذیب إلى درجة فوق الإشباع كما تتم عملیة البلورة بإیصال المُ . الأخرى للجزء الراسب مكوِّ
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، المُنتَج، عن طریق التبرید وتخفیض درجة الذوبان، أو التبخیر وتركیز المُنتَجوترسیب بلورات 

 ,.Ottens et al)واد المضافةوتمتاز البلورة عن الترسیب بدرجة عالیة من النقاوة وعدم استخدام الم

2006, 238).     

جاً بنسب عالیة من النقاوة تصل نتَ مُ  (Ultrapurification)تُعطي معاملات التنقیة فوق العالیة 

 .الكروماتوغرافیا، وتتمثَّل التقنیات المستخدمة في هذه المعاملات بشكل رئیسي ب%99.999إلى 

، كما تتم عملیة الفصل بالاعتماد على إحدى هذه المُنتَجویُحدَّد نوع العملیة وفقاً لخواص 

إذ یستخدم الترشیح الهلامي لفصل الجزیئات بالاعتماد على حجمها، بینما یستخدم . الخواصّ 

كما تعتمد كروماتوغرافیا التبادل  .ة والتفاعل الكاره للماءالادمصاص بالاعتماد على القطبیّ 

وتعتمد كروماتوغرافیا الاستشراب الانجذابي ة الفصل، الأیوني على شحنة الجزیئات في عملی

(Affinity chromatography)  ُمتزات انتقائیة    على شكل الجزیئات البروتینیة لربطها بم

(Ottens et al., 2006, 240f) .زیادة ملحوظة الأنزیمات ذات الدرجة المرتفعة من النقاوة  وتُبدي

 في نشاطها 
ّ
، Boopathy )1997 و Preethaفقد أشار  .(Sumantha et al., 2006, 215) النَّوعي

بزیادة درجة التنقیة، إذ ازداد  Rhizomucor mieheiة لبروتیاز النَّوعیّ  الفعالیّةإلى ازدیاد  )574

 النشاط 
ّ
تباع اعند  أضعاف 5.3ضعف نتیجة عملیة الدیلزة، وازداد  1.4الحلیب  تخثُّرل النَّوعي

 ، كما ازداد النشاط (DEAE cellulose)العملیة بكروماتوغرافیا التبادل الأیوني 
ّ
 6.7 النَّوعي

 (Benzamidine-Sepharose) عند إتمام التنقیة بكروماتوغرافیا الاستشراب الانجذابي أضعاف

، وأظهر الأنزیم المُنقى ضعف نسبة الصّلب تخمیرالوسط  رُشاحةمع النشاط الناتج عن بالمقارنة 

 المُنتَجالمزرعة في  رُشاحةكما أشار الباحثان إلى زوال الأصبغة المرتبطة ب. MCA/PAالنشاط 

وبلغ . ق التنقیة الأخرىائالأنزیمي نتیجة التنقیة بالاستشراب الانجذابي، رغم عدم زوال اللون بطر 

كبریتات  المهعند القیاس بالرحلان الكهربائي باستخدام  kDa 40.5ى نقّ الوزن الجزیئي للأنزیم المُ 

  .  (SDS-PAGE) د الأكریلامایدتعدِّ دودیكل الصودیوم مُ 

  :المیكروبیة نواعللأ  الحیويتحسین الإنتاج  5-2-

عة في تحسین إنتاج بَ تَّ ق المُ ائإحدى الطر  دراسة الظروف المثلى لعملیة الإنتاج الحیويّ  دّ عَ تُ 

في هذا المجال أن الخلایا المیكروبیة ذات قدرة عالیة  دَ جِ وقد وُ  ،الحیویَّةبات للمركَّ  الأحیاء الدقیقة

 .ر سواء على المستوى التركیبي أو الوظیفي اعتماداً على البیئة المحیطةعلى التحویر والتغیُّ 
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إلى إنتاج  الاختیار السلیم لظروف الإنتاج لأي عملیة تصنیع حیويّ  یؤدِّيقد  ،من جهة أخرىو 

إذ  ،فرطالوصول إلى حالة الإنتاج المُ  كبیرة نوعاً ما لكن دون كمِّیَّاتمواد ذات مواصفات جیدة وب

لمنع الهدر في الطاقة وتراكم النواتج  خاصّةیخضع الاستقلاب وإفراز الأنزیمات لجینات تنظیم 

عملیة في ع التوسُّ المخبریة عند التطبیق الدقیق لظروف الإنتاج  بصعُ قد یَ كما  .الوسیطة

 من الخلایا في خضم عملیة التوسیعإلى تلاشي القابلیة الإنتاجیة للعدید  یؤدِّي وقد .الإنتاج

 نواعللأ حسین الوراثي في زیادة الإنتاج الحیويّ دور التَّ  زیبرُ هنا و  ).205f، 1990الخفاجي، (

لةنة هي حسَّ وما یجعل السلالات المُ المیكروبیة،  هو قدرتها على  تخمیرالفي عملیات  المُفضَّ

الشوائب  التخلص منج و نتَ تغییر نسب المُ و وغیر المكلفة بكفاءة،  مُعقَّدةاستهلاك المواد الخام ال

 بالإنتاج خاصّةبات الوتقلیل المتطلَّ حقة، في العملیات اللاّ غیر المرغوبة  ثانویّةجات النتَ أو المُ 

، المُنتَجل فصل سهِّ ة تُ توفیر بنیة خلویّ و ل فصله، سهُ بما یَ  المُنتَجإفراز و التهویة،  وأكدرجة الحرارة 

مرتفعة  كمِّیَّاتالحیوي ب المُنتَج، وإنتاج تخمیرالتقصیر فترات و ، المُنتَجل تراكیز عالیة من تحمُّ و 

(Rao et al., 2012, 17) . باستخدام تقنیات التعدیل حسین الوراثي للسلالات المیكروبیة التَّ  یتمّ و

 إذا كانت الجینات المسؤولة عن الإنتاج معروفة  الجینيوزیادة التعبیر  ،الجیني كتعطیل الجینات

(Stephanopoulos et al., 1998, 236; Adrio and Demain, 2010, 116-131) . من  یتمّ أو

في حالة الجینات غیر المعروفة وذلك ة لكروموزومات الكائن الحي خلال إدخال طفرات عشوائیّ 

 Adrio and)  الكیمیائیَّةرات الأخرى كالمواد طفِّ أو المعاملة بالمُ  البنفسجیَّةفوق  شعّةبالتعریض للأ

Demain, 2006, 187-214).  ذاتها ةجالمُنتِ في الكائنات  زیادة التعبیر الجیني بصعُ تَ عندما و ،

ج المرغوب في أنواع میكروبیة نتَ للمُ   (Heterologous Expression)رغایِ للتعبیر المُ  لجأه یُ فإنَّ 

ستخدم ذلك عند الإنتاج یُ كما  ،یمكن إحداث التعدیل الجیني فیها بشكل أكثر سهولة ،أخرى

   .(Keasling, 2012, 189-195) كبیرة كمِّیَّاتب

  :الطفرات 1-5-2-

كلیوتیدات أو تغییر و ر في النقابل للتوریث في النمط الوراثي نتیجة تغیُّ  رّ ستقِ ر مُ الطفرة هي تغیُّ 

وتحدث الطفرة نتیجة الأخطاء خلال  .(Genome)من المجموع الوراثي نة ترتیبها في منطقة معیَّ 

نتیجة أو  ،ثةحدَ أو المُ  الطبیعیَّةلأضرار ل هضأو تعرُّ  ،وويّ عملیة نسخ وتضاعف الحمض النَّ 
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 ,Twyman, 2018) )الجینات القافزة(لة نشاط العناصر الوراثیة المتنقِّ  تركیب الوراثي، أوعادة اللإ

201).      

ي إلى تؤدّ  الَّتي، (Null Mutant)طفرات لاغیة  الوظیفي إلى هاثر یمكن تمییز الطفرات تبعاً لأو 

 المُنتَجنة من عیَّ وینتج عنها درجة مُ  طفرات الفقدان الجزئي للوظیفةو ، كملهفقدان وظیفة الجین بأ

نتج النمط تُ  الَّتي، )أو ظروف أخرى( لحرارةلاسة حسّ الطفرات الفقدان الوظیفي و  ،هنشاطأو 

    .(Hawley and Walker, 2003, 9) نةعیَّ ة مُ أو وراثیّ  بیئیّةضها لضغوط الظاهري نتیجة تعرُّ 

إلى طفرات  رةتأثِّ الم نتروجینیةال القواعد عددتبعاً لطبیعة و  DNAعلى مستوى الـ  تقسم الطفراتو   

 الحذف والإدخال اتطفر و ، (Point Mutations) )طفرات استبدال القاعدة الواحدة( ةنقطیّ 

(Insertion/Deletion Mutations) (Torgerson and Ochs, 2014, 76-77).   

فئ االمتكالاستبدال وتسمى ب استبدال قاعدة نتروجینیة واحدة فقط، الطفرات النقطیة نتضمَّ تو 

(Transition)  ُى سمَّ عند استبدال البیورین ببیورین آخر أو بیرامیدین ببیرامیدین آخر، في حین ت

   .إذا حدث استبدال بیورین ببیرامیدین والعكس صحیح (Transversion)ر غایِ الاستبدال المُ ب

 Missense)عرف بالطفرات الخاطئة ي معظم حالات استبدال القاعدة الواحدة إلى ما یُ تؤدِّ و 

Mutation) ،ر الحمض الأمیني وبالتالي البروتین الناتجإلى تغیُّ ر النكلیوتید تغیُّ  یؤدِّي إذ.   

الأمیني في البروتین الناتج لوجود أكثر من شیفرة ر الحمض ر النیكلیوتید إلى تغیُّ تغیُّ  یؤدِّي قد لا

  .(Silent – or Samsenes- Mutation)وتسمى هذه الحالة بالطفرات الصامتة 

 تخلیق كودون إنهاء نتیجة عند (Nonsense Mutation)الطفرات عدیمة المعنى حالة تحصل و  

 Torgerson and Ochs, 2014, 76; Hawley) یر النیكلیوتید وبالتالي إیقاف عملیة الترجمةیتغ

and Walker, 2003, 10).  

ي إلى إنتاج البروتین تؤدِّ  الَّتينادراً ما تعود الطفرات النقطیة إلى النیكلیوتیدات الأصلیة و 

 ,Torgerson and Ochs) (Reversion Mutation)ى هذه الحالة بطفرة الارتداد سمَّ الوظیفي وتُ 

2014, 76).  
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 ویتمّ  .واحد أو أكثر ضمن الجین نیكلیوتید حذف أو إضافة الحذف والإدخالتشمل طفرات و 

دخلة أو المحذوفة قابلاً للقسمة على الحفاظ على ترجمة البروتین إذا كان عدد النیكلیوتیدات المُ 

ي إلى حذف واحد أو أكثر من وتؤدّ  ،(In-frame Mutation)ى الطفرة ضمن الإطار سمَّ وتُ  3

 3ر، وإذا لم یكن عدد النیكلیوتیدات قابلاً للقسمة على شفَّ الأمینیة داخل البروتین المُ  الحموض

 (Frameshift)ى بإزاحة الإطار سمَّ ویحدث ما یُ  ،لفإن إطار القراءة لترجمة البروتین یتعطَّ 

(Hawley and Walker, 2003, 11; Torgerson and Ochs, 2014, 77).  

 ، والحذف(Duplication) التضاعفو ، (Inversion) ویمكن أن تحدث طفرات الانقلاب

(Deletion) بالإضافة إلى طفرات الانتقال ،على مستوى الكروموسوم (Translocation) ،الَّتي 

كما . (Hawley and Walker, 2003, 11) إعادة ربط أجزاء لكروموسومات غیر متجانسة تتضمَّن

لأعداد الكروموسومات على مستوى المجموع  (Aneuploidy)رات العددیة تحدث طفرات التغیُّ 

  .(Torres et al., 2008, 737; Miglani, 2002, 92) (Genome)الوراثي 

  :رةطفِّ العوامل المُ  2-5-2-

  :الفیزیائیَّةرات طفِّ المُ 1-2-5-2- 

 حدوث الطفرات بفعل إمكانیّةمن  بالرّغمبالإشعاعات  يبشكل رئیس الفیزیائیَّةرات طفِّ ل المُ تتمثَّ 

من حیث الكتلة أو  اتالإشعاعویمكن تمییز  .الحراریَّةالصدمات  وأ ،pHر في قیم الـ التغیُّ 

على  اقدرتهبحسب  هاتمییز كما یمكن  .ةسیمیِّ جُ  أخرىو  ةكهرومغناطیسیّ  اتإلى إشعاعالشحنة 

شعاع الإ عدّ ویُ  .(Beyzadeoglu et al., 2010, 4; Meltz, 1991, 206) نیُّ أالتإحداث 

 جُ الغیر كهرومغناطیسي أو ال
ّ
ة تنتقل عبر الفراغ لا تمتلك كتلة أو طاقة كهرومغناطیسیّ ك سیمي

 ,Meltz, 1991) تنتقل بسرعة الضوء كموجة أو الطاقة من أو حزمة اً فوتونك هعدَّ  یمكنو  شحنة،

 دردُّ التَّ بدءاً من أمواج الرادیو ذات  شعّةالأواسع من  مدىویشمل الطیف الكهرومغناطیسي . (206

تحت الحمراء،  شعّةالأف، بالأمواج المیكرویّة مروراً  مرتفعوطول الموجة ال ینوالطاقة المنخفض

 ،السینیة شعّةلأا تضمّ  الَّتينة، یِّ المؤ  شعّةلأوصولاً إلى ا ،البنفسجیَّةفوق  شعّةفالأالمرئیة،  شعّةالأف

 ,.Beyzadeoglu et al) مرتفعالد ردُّ تَّ المنخفض و الموجة الطول و مرتفعة الطاقة الذات غاما  أشعّةو 

2010, 4).   
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  :البنفسجیَّةفوق  شعّةالأ 1-1-2-5-2-

 ,.Shibai et al)الطریقة الأكثر شیوعاً لإحداث الطفرات البنفسجیَّةفوق  شعّةاستخدام الأ عدّ یُ 

. (Glass, 1982, 118)فور جمیع أنواع الطُ  البنفسجیَّةفوق  شعّةم عن تأثیر الأوینجُ ، (2 ,2017

 UV-C و ،UV-B (296-320 nm)و، UV-A (321-400 nm): ویمكن التمییز بین ثلاث أطیاف

(100-295 nm) ، ویشمل الطیفUV-C  ًالمدى الموجي الأعلى امتصاصا(280 nm)،  ُب سبِّ إذ ی

 شعّةوهو المدى المُستخدم في اختبار تأثیر الأ .ضة لهفي الأحیاء المعرَّ  DNAالأكبر للـ  الضَّرر

  .(Tropp, 2014, 319)ة في الخلایا الحیّ  البنفسجیَّةفوق 

ات المُنتَجنوعین رئیسیین من تكوین  البنفسجیَّةفوق  شعّةب على تخریب الدنا بفعل الأیترتَّ و   

وئیَّة  القواعد البیرمیدینیة المتجاورةبین ات تكوین ثنائیّ ویقتضي المساران  (photoproducts) الضَّ

 cyclobutane pyrimidine dimmersل تكوین ن المسار الأوَّ یتضمَّ . على شریط الدنا ذاته

(CPD)  ُشعّةلأ ستحثّ المُ  الضَّررمن  75%ل حوالي شكِّ وی UV،  َّد حلقة السایكلوبوتان تتول

ات شیوعاً ومن أكثر الثنائیّ  .المتجاورةرامیدینیة یللحلقات الب C-6و C-5ات ل رابطة بین ذرّ بتشكُّ 

  .أكثر بطئاً  مُعدَّلل بیتشكَّ  الَّذي سیتوزین- سیتوزینودایمیر تایمین، -توزینیتایمین، س- تایمین

 (6-4)منتجات ى بسمَّ ما یُ ل فیه ویتشكَّ  المتبقِّیةل المسار الثاني غالبیة أشكال عطب الدنا مثِّ یُ و 

وئیَّة تایمین أو ( 3َ للبیرمیدین C-6ة رّ ل فیه رابطة بین الذَّ وتتشكَّ  ،(Photoproducts 4-6) الضَّ

في البنیة  اً تشوه المُنتَجن هذا كوِّ یُ و  ،)یكون سیتوزین عادة ما( 5َ للبیرمیدین C-4 ةرّ والذَّ ) سیتوزین

فقد  الضَّوئیَّةات المُنتَجزالة إ وفي حال عدم .الحلزونیة للدنا نظراً لتعامد الحلقتین البیرامیدینیة

 ,Tropp)فورالطُ  أولى موت الخلیة إ یؤدِّيللنسخ والتضاعف ما  الطبیعیَّةة مع العملیّ تتداخل 

2014, 319-321).  

على نطاق واسع لإحداث طفرات ذات إنتاج مُرتفع للعدید من  البنفسجیَّةفوق  شعّةالأمت خدِ استُ 

،  Bacillus mojavensis  )853-844., 2014, alet (Ghaziمن  كسیلینازالأالأنزیمات مثل 

، Aspergillus niger (Khattab and Bazaraa, 2005, 289-294)الجلوكوز أوكسیداز من و 

البروتیاز من ، و Aspergillus niger (Chelius and Wodzinski, 1994, 79-83)من  الفیتازو 

Bacillus licheniformis (Nadeem et al., 2010, 1015-1025)و ، Trichoderma viride (Li et 
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al., 2010, 190-198)، و Pseudomonas sp. (Dutta and Banerjee, 2005, 127-133) ،

   .Aspergillus niger (Radha et al., 2012, 1517)و

 شعّةلأل Rhizomucor mieheiعلى تعریض أبواغ فطر  )1،3،5 ،2014(وزملاؤه  Tajik عملَ 

إنتاج  ذاتإحداث طفرات بهدف  (sec 180-30)لفترات مختلفة  (nm, 20 cm 280) البنفسجیَّةفوق 

 تخثُّرن فیها نشاط الإحداث طفرة تحسَّ إلى  sec 52 مُدَّةالتشعیع ل ى، وقد أدّ لبروتیازمرتفع ل

 SU/mL 1771من هذه الطفرة  المُنتَجللبروتیاز  تخثُّرإذ بلغ نشاط ال، 49.7%بنسبة  للبروتیاز

 MCA/PA النشاط الأنزیمينسبة  تكما ازداد .السلالة الأصلیةفي  SU/mL 1183بالمقارنة مع 

حول  )406، 2016(ه وزملائ Zhang وفي دراسة لـ .مقارنة بالسلالة الأصلیة معنويبشكل 

عند التعریض  (21.45%)إیجابي للطفور  مُعدَّلأعلى  تحقَّقَ  Rhizomucor mieheiتطفیر فطر 

 الحلیب تخثُّروازداد نشاط  .78.57%القتل  مُعدَّلوكان  ،sec 90 مُدَّةل البنفسجیَّةفوق  شعّةللأ

(MCA)  ليكما انخفض النشاط التحلُّ  42.85% بنسبة ثةحدَ المُ الطفرة  من المُنتَجللبروتیاز 

(PA)  13.66% بنسبة المُنتَجفي الأنزیم.  

  :Microwaves ةالأمواج المیكرویّ  2-1-2-5-2-

  هي
ّ
 الَّذي (MHz-300 GHz 300)دي ردُّ یقع ضمن المدى التَّ ن غیر مؤیِّ  إشعاع كهرومغناطیسي

طول یتراوح و ، (Radio Frequency Radiation RFR)د الرادیوي ردُّ ل جزءاً من إشعاع التَّ شكِّ یُ 

 التَّردُّدأنواع من  وفق ةمواج المیكرویّ الأطیف ، ویمكن تمییز (1M-1mm) ضمن المجال الموجة

فائق  التَّردُّدو ، (Ultra-High Frequency UHF, 300 MHz- 3 GHz)فوق العالي  التَّردُّدوهي 

 Extremely-High) مفرط العلو التَّردُّدو  ، (Super-High Frequency SHF, 3-30 GHz)العلو

Frequency EHF, 30-300 GHz) (Meltz, 1991, 225f). ة في ظهر تأثیر الأمواج المیكرویّ وی

 علىرغم قدرة الخلایا  وفیما بینها الخلایا داخل ةحر ال اتونیّ الأ قتدفُّ من خلال  الخلویَّةالأنسجة 

ویتوقف عمق الاختراق على ثابت العزل للخلایا  .)1MHzأقل من (إلى حدٍ ما  والتفریغ الشحن

(Meltz, 1991, 229).  ة بحساب كثافة الطاقة ة للأمواج المیكرویّ تقاس الجرعة الإشعاعیّ و

 للمصدر 
ّ
تبعد عن المصدر  الَّتيتسقط على وحدة المساحة  الَّتيالطاقة  كمِّیّةوهي  الإشعاعي

 
ّ
ة  كمِّیّةر الجرعة الإشعاعیة بقدَّ كما تُ  .نة خلال واحدة الزمنعیَّ مسافة مُ  الإشعاعي الطاقة المُمتصَّ
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 الامتصاص  مُعدَّلعرف بأو ما یُ  ،ن من الأنسجة خلال واحدة الزمنعیَّ من قبل وزن مُ 
ّ
 النَّوعي

(Specific Absorption Rat SAR) (Meltz, 1991, 227-228).   

-Bozkurt)الأحیاء الدقیقة في الأغذیة تعداد تخفیض ل بشكل واسعة الأمواج المیكرویّ  خدمستَ تُ و 

Cekmer and Davidson, 2017, 223-227)، على ةلأمواج المیكرویّ لـ البیولوجي التأثیر عتمدوی 

بالإضافة إلى مرحلة  التشعیع،ا مُدَّةو  كثافةوال ،التَّردُّد أو الموجي الطول مثلالعدید من العوامل 

 الخواصّ و  ،الخلایا تعدادكثافة أو و  ،نموّ ال بیئةالتركیب الغذائي لو  ،نموّ الهوائیة للظروف الو ، نموّ ال

 Soghomonyan et) وع أو السلالةالنَّ  خواصّ و ، طبیعة الاستقلاب، وبنیة الغشاء الخلويّ و  ،الوراثیة

al., 2016, 4763f).  قیقة بشكل ة في قتل الكائنات الحیة الدّ الأمواج المیكرویّ  دورسابقاً  قد عُزيَ و

ات كما أشار العدید من التقاریر في أدبیّ  .(Banik et al., 2003, 155) تأثیرها الحراريأساسي إلى 

وزملاؤه  Dardalhonفقد أشار ة، للأمواج المیكرویّ  البحث العلمي إلى غیاب التأثیر المُطفِّر

 ,GHz 9.4)ة دات الفائقة من الأمواج المیكرویّ للتردُّ  التأثیر البیولوجيإلى غیاب  )37، 1981(

17 GHz, 70-75 GHz)  لـ الطبیعیَّةة و مُعدَّلالفي السلالات Escherichia coli  

البقاء أو قدرة  مُعدَّل، إذ لم یُلحَظ أثر معنوي للأمواج في Saccharomyces cerevisiaeو

 هوزملائ Dhahiوفي دراسة لـ  .ةطفرات فوق مستوى الطفرات التلقائیّ  أو إحداث الإصلاح

  Aspergillus amstelodamiق الأبواغ الكونیدیة لفطر علَّ لم یكن لتعریض مُ  ،)345، 1982(

أي  C̊ 30-28 حرارة عند درجة hrs 6-3 تالفتر  (GHz, 2.09 mW/cm2 8.7) ةللأمواج المیكرویّ 

  .طفراتالإحداث  فيثر أ

مختلفة من  اً ج أنواعنتِ ة تُ ة للأمواج المیكرویّ أخرى وجود تأثیرات غیر حراریّ  دراساتاقترحت  

تخلیق  مُعدَّلفي  اً نتحسُّ ) Mezykowski )1980 ،75 دراسة لـ قد أظهرتف ،ةالتحویرات الجزیئیّ 

 MHz,10-2450)ة للأمواج المیكرویّ عند تعریضه  Physarum polycephalumفي فطر  DNAالـ 

mW/cm2) ،فطر الأبواغ  من عدم تأثُّر بالرّغمAspergillus nidulans البقاء أو  مُعدَّل من حیث

دراسة لـ  كما أظهرت .ةللأمواج المیكرویّ عند تعریضها  و حدوث الطفراتأمورفولوجیة الرات تغیُّ ال

Hamnerius )1985 ،405(  عة لبكتیریا عَّ شَ في المزارع المُ  الخلویَّةارتفاع التراكیزSalmoella 

typhimurium التَّردُّدلأمواج عالیة با (3.10 ,2.45 GHz) ،كما  .طفراتال حدوث من عدم بالرّغم

 E.Coliت القتل في بكتیریا مُعدَّلا إلى ارتفاع )150-145، 1996(وزملاؤه  Satoأشار 
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عند استخدام  بشكل أعلى منه "C̊ 45,47,50"حرارة لادرجات  عندة لأمواج المیكرویّ لضة عرَّ المُ 

إلى ظهور تغیُّرات  )3017، 2011(وزملاؤه  Shamis وأشار .التعقیم الحراري التقلیدي

 جزیئات مرور وتمكین الخلیة، غشاء في المسام فتحاتو  الجاف، مظهرتة كالمورفولوجیة مؤقَّ 

 ندع (GHz, 1500 kW/m2 18) المیكرویّة  للأمواجالمُعرَّضة  E.Coliبكتیریا  في دیكسترانال

 حساسیةلملحوظ الر تغیُّ إلى ال )1289، 1996(وزملاؤه  Bulgakovaأشار و  .C̊ 40درجة حرارة 

ذات آلیات عمل  الحیویَّة مضاداتال من اً نوع 14من أصل  5 نحو staphylococcus بكتیریا

 +78 ,66 ,54 ,42)  مفرط العلو التَّردُّدة ذات عند تعریض البكتیریا للأمواج المیكرویّ  مختلفة

GHz).  أشاركما Torgomyan و Trchounian)2015 ،419( المضادات إلى ازدیاد فعالیة 

بالأمواج المُشعَّعة  )والسیفتریاكسون ،الكلورامفینیكولو ، الكانامایسینو ، التتراسیكلین( الحیویَّة

  .E.Coliبكتیریا اتجاه  (GHz 53)مفرط العلو  التَّردُّد ة ذاتالألكترومغناطیسیّ 

 (MHz, 7000 w 2450)ة التشعیع بالأمواج المیكرویّ ) 198- 190، 2010( وزملاؤه Li استخدم 

الباحثون  عَ ، وأتبَ Trichoderma Virideلإحداث طفرات في فطر  (sec 195-15) لفترات مختلفة

 min 1.5 مُدَّةل (nm 254) البنفسجیَّةفوق  شعّةهذه العملیة بتعریض أبواغ الطفرات الناتجة للأ

  cm 15وعلى بعد 
ّ
طفرات فائقة الإنتاج  5أعطت عملیة التطفیر  إذ، عن المصدر الإشعاعي

 وجود للطفرات ةوأظهرت الدراسات الجزیئیّ  .أجیال 9 على مدىاستقراراً وراثیاً  أظهرت للسیلولاز

ن الأساسي كوِّ المُ  EG Iلبروتین ر شفِّ المُ  endoglucanase I (EG I)قاعدیة في الجین  اتطفر 

 یاتفطر التعریض  ىدّ أ )1، 2004(ه وزملائ Manoliu لـوفي دراسة  .لأنزیم السیلولاز

Chaetomium globosum, Alternaria alternata  ّة للأمواج المیكروی(10.75 GHz, 1mW/cm2) 

 في كلٍ من  malate dehydrogenase ، وsuccinate dehydrogenase نزیماتالأإلى تثبیط 

في فطر  alpha ceto glutarate dehydrogenaseط لأنزیم ثبِّ تأثیر مُ حصل ، و الفطرین

Chaetomium globosum  ط في نشِّ مُ  ثیرتأوAlternaria alternate لوحظ أثر تحفیزي ، كما

  .الفطرین كلٍ منفي  Isocitrate dehydrogenaseلأنزیم 

  :الكیمیائیَّةالمطفرات  2-2-5-2-

كاختلاف نوع النظام  ،تركیبها لمنشئها البیولوجي، وطبیعةتبعاً  الكیمیائیَّةالمُطفِّرات تتباین 

طبیعة من حیث  ،اختلافاً كبیراً  تُبديكما  .ة، والمجموعات الوظیفیّ الحلقي، والتركیب العضويّ 



60 
 

فقد یظهر الأثر  الجیني، الضَّررث من خلالها حدِ تُ  الَّتية والآلیّ  DNAاستقلابها وتفاعلها مع الـ 

، DNAالأضرار للـ  متعدِّدةنواع الأوكسجین التفاعلیة المُطفِّرات لأق تكوین یغیر المباشر عن طر 

ة في تراصَّ القواعد المُ ات الإقحام بین مُطفِّر ى بسمَّ أو عن طریق دخول بعض المركبات أو ما تُ 

من ات الدمج مُطفِّر ى بسمَّ أو ما تُ  ،هات القواعدشابِ رة ومُ حوَّ إدخال القواعد المُ  أوالحلزون المزدوج، 

 .DNAالـ  ة أثناء تضاعفنتروجینیّ ف علیها على أنها قواعد بعد التعرُّ  الى الدنا قبل الأنزیمات

جات نتَ ضمن مسارات استقلابیة لتكوین مُ  هادخول ات بعدمُطفِّر لبعض القد یظهر الأثر المباشر و 

 DNAات بتكوین إضافات للـ مُطفِّر وقد تقوم بعض ال .وويّ ذات إضافات تساهمیة مع الحمض النَّ 

 في كما هو الحال ،DNAكإضافة مجموعة میثیل أو إیثیل إلى قواعد الـ  دون الحاجة للاستقلاب

لاستخدام  الأساسیَّةتكمن المیزة و  .(Heflich, 1991, 143, 145, 186-188, 192) عوامل الألكلة

تحدث من خلاله الطفرات، إذ یعادل ناتج استخدام  الَّذيواتر شدید الارتفاع عوامل الألكلة بالتَّ 

  .(Hawley and Walker, 2003, 41)المؤیِّنة  شعّةة استخدام الأمرّ  10-20لة لكِ العوامل المؤَ 

  :المیثانإیثیل سلفونات  1-2-2-5-2-

أحد عوامل الألكلة شائعة  (Ethyl Methane Sulfonate; EMS) مركب إیثیل سلفونات المیثان دّ عَ یُ 

وبالتالي النیكلیوتیدیة إلى القواعد  (CH2 CH3-)یعمل على إدخال مجموعة ألكیل ، و الاستخدام

مع التایمین بدلاً  لیقترن الجوانین المؤلكَ  إذ، Crickو Watson تحویر كفاءة الاقتران وفق قاعدة

رر، وفي حال عدم إصلاح من السیتوزین ستبدل أزواج القواعد قبل التناسخ التالي ستُ  الضَّ

ب نزع البورینات سبِّ كما تُ . (GC→AT)لینتج الاستبدال المتكافئ  (AT)إلى  (GC)الأصلیة 

(Depurination)  من الـDNA  ُغایر عند إدخال القاعدة لتحدث طفرات الاستبدال المتكافئ أو الم

هي طفرات خاطئة أو  EMSجزءاً كبیراً من الطفرات الناتجة عن  وتبعاً لذلك فإنَّ . الخاطئة

أكثر تعقیداً من الطفرات مثل طفرات الحذف وإن كان  اً أنواع EMS جنتِ قد یُ و . طفرات صامتة

 Hawley and) غیر مفهومة تماماً  طفراتلمثل هذه ال EMSآلیة إحداث  وإنَّ  ،ذلك بتكرار أقل

Walker, 2003, 40f; Jeyanthi, 2009, 257f). لـ دراسة  وقد أظهرتLai 2004(ه وزملائ ،

ستهداف الجین لا EMSباستخدام  Bacillus subtilisحداث طفرات في بكتیریا إحول  )622

 الكشف عنها تمَّ  الَّتية النقطیّ الطفرات  من 42.1% أنَّ  ،هز لأنزیم سیرین بروتیاز ونشاطمِّ رَ المُ 

 من نوع الاستبدال المتكافئ كانت 34.2%و ،(GC→AT)من نوع الاستبدال المتكافئ  كانت
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(AT→GC)، من نوع الاستبدال غیر المتكافئ  23.7%و(GC→CG).  أشار العدید من وقد

، فقد EMSالتقاریر إلى فعالیة التطفیر العشوائي في تحسین إفراز الأنزیمات ونشاطها باستخدام 

، Endoglucanase I (EGI)ة الأنزیمات إلى ازدیاد فعالیّ  )322، 2013(وزملاؤه  Ribeiroأشار 

 EMS استخدامبـ المُطفَّر Ashbya gossypii المُنتَجة من فطر β-glucosidas ، وα-amylase و

(5% v/v, 90 min) ،أشار و  .فاضعأ 2-3 ا یصل إلىبمKhattab و Bazaraa )2005 ،289 (

فطر سلالات في  322.1%-114.5إلى ازدیاد فعالیة الجلوكوز أوكسیداز بما یصل إلى 

Aspergillus niger  بـاستخدام  ةالمُطفَّر(EMS; 200 mM)  لفترات(20,40,60 min).  دراسة لـفي و 

Wu لتحسین إنتاج أنزیم  )2149، 2011(ه وزملائβ-mannanase  من فطرAspergillus niger 

 EMS (%2, 1:1ـ بالمعاملة بـالعملیة  تباعاو  (700W,2450 MHz) المیكرویّةبالتعریض للأمواج 

v/v) ، 1.44بمقدار  المیكرویّةالناتجة عن التعریض للأمواج  في الطفرة النشاط الأنزیميازداد 

ضعف  1.98بمقدار  EMSبـ عند معاملة الطفرة الناتجة  يالأنزیمنشاط ال، كما ازداد ضعف

 )1، 2015(وزملاؤه  Kumar في دراسة أجراهاو . ةنشاط الأنزیم الناتج عن السلالة الأصلیّ ل

 2-5بمقدار  β-glucosidase ، وFPase ، وAvicelase ، وCMCase ازداد نشاط الأنزیمات

 30) البنفسجیَّةفوق  شعّةللأ Aspergillus terreusتعریض الفطرثة بالمُحدَ أضعاف في الطفرات 

W, 254 nm) 10 على مسافة cm لفترات مختلفة (15 sec- 60 min)  الطفرات  تباع بمعاملةالاو

 Radha كما أشار .(min 150-15) مختلفة لفترات EMS (200 μg/ mL, 1;1 v/v)ـ بـ ةالمنتخب

 Aspergillusفطر  من المُنتَجاد النشاط الأنزیمي للبروتیاز یازدإلى  )1517f، 2012(وزملاؤه 

niger  بـ المُعلَّق البوغي معاملةضعف ب 1.53بمقدار EMS (3 mg: mL, 60 min).  لم هذا و

 لتحسین إنتاج البروتیاز من في برامج التطفیر المورثي EMSة والأمواج المیكرویّ یسبق استخدام 

  .Rhizomucor miehei فطر
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  : هوطرائق مواد البحث 3-

 - جریت الدراسة في مخابر قسم علوم الأغذیة بكلیة الزراعةأُ  :وزمانه مكان تنفیذ البحث 1-3-

 2018خلال الفترة مابین عامي  ،دمشق -الحیویَّةومخابر الهیئة العامة للتقانة ، جامعة دمشق

   .2022و

  .مصادر المواد المستخدمة في البحث 1یُبیِّن الجدول  :مواد البحث 2-3-

  .المواد المستخدمة في البحث: 1الجدول 

   المادة 
ُ
وبلد المنشأ عةصنِّ الشركة الم    المادة    

ُ
وبلد المنشأ عةصنِّ الشركة الم  

 Riedel-de Haën- Germany   (NH4)2SO4 Avonchem- UK  حمض اللاكتیك

 HiMedia –India   KCl Avonchem- UK  الفینول

 Riedel-de Haën- Germany   Fe(NH4)2(SO4)2  Fulka- Germany  جلیسرول

 Sigma-Aldrich- Germany   MnSO4  Avonchem- UK  أزرق المیثیل
حمض ثلاثي كلورو 

 Avonchem- UK   Na2HPO4 Qualikems-India  الخلیك

HCl Acros Organics- Belgium   NaH2PO4  Qualikems-India 

NaOH HiMedia –India   حمض الستریك HiMedia –India 

 Sigma-Aldrich- Germany  سترات الصودیوم   SURECHEM PRODUCTS-UK (%25)محلول الأمونیا 

   Sham lab-Syria  جلوكوز
طرطرات الصودیوم  

 Avonchem- UK والبوتاسیوم

 Sigma-Aldrich – USA  ألبومین المصل البقري   Sham lab-Syria  لاكتوز

   Oxoid-Germany  مستخلص الخمیرة
 & Folinكاشف 

ciocalteu's phenol  Sigma-Aldrich-Switzerland 

 Titan Biotech- India   L-tyrosin  Titan Biotech- India  ببتون
 كازئین  

(Hammarsten) HiMedia –India   
Ethyl 

methanesulfonate Sigma-Aldrich- Germany 

   HiMedia –India  آجار دیكستروز البطاطا
 Sephadex-G)الدیكستران 

100) Sigma-Aldrich – USA 

 Euro Clone –Italy  الأكریلامید   Titan Biotech- India  آجار -آجار

 PDH-UK  الجلیسرول   Sigma-Aldrich- USA البنسلین

 Promega-USA  بیرسلفات الأمونیوم   Sigma-Aldrich – USA  الستربتومایسین

 Riedel-de Haen- Germany بروموفینول الأزرق   Sigma-Aldrich – USA  الكلورامفینیكول

CaCl2 Sigma-Aldrich- Germany   الواسم العیاري للبروتین AppliChem-Germany 

NaCl  HiMedia –India   
SDS- Sodium 

Dodecyl Sulfate  PDH-UK 

K2HPO4  Fulka- Germany   
Coomassie Brilliant 

Blue R250  Roth-Germany 

MgSO4.7H2O  Avonchem- UK   Brilliant Blue G250  Roth-Germany 

FeSO4· 7H2O  Panreac-Spain   Tris-HCl  Plus one-Sweden 

ZnSO4. 7H2O Avonchem- UK   TEMED  Roth-USA 

CuSO4. 7H2O Sigma-Aldrich- Germany   2-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich –USA 

Na2CO3 HiMedia –India   الجلیسین  Promega-USA 

CuSO4.5H2O HiMedia –India   البروتینات القیاسیَّة  Jena Bioscience- Germany 
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ستعمرات الفطریة لغرض استخُدمت لتصبیغ المُ  :القطنلاكتوفینول أزرق صبغة  - 1-2-3

من الماء  mL 20في  )المیثیلأزرق ( القطن من أزرق g 0.05حُضِّرت بإذابة  .الفحص المجهري

من حمض  mL 20ورات الفینول في لُّ من ب g 22كما أُذیب  .hrs 24 مُدَّةوتَرك المحلول ل رقطَّ المُ 

 40ك مغناطیسي، ثُمَّ أضیفت حرِّ باستخدام مُ بتسخین المزیج داخل حمَّام مائي والتحریك اللاكتیك 

mL ،ناترُشِّح محلول أزرق القطن وأضیف لل من الجلیسرول إلى المزیج السابق  ،السابقة مكوِّ

ر النهائي مُزج المُ و  نَ عندجیداً حضَّ  ,Kidd et al., 2016) درجة حرارة الغرفة لحین الاستخدام وخُزِّ

232).        

الصفراء، وفول  الذُّرةو دقیق القمح، و شملت نخالة القمح،  :ةالصّلب تخمیرال ركائز - 2-2-3

غربلت ، ثُمَّ وفول الصویا الذُّرةحنت طُ و الحصول علیها من الأسواق المحلیة،  تمَّ و الصویا، 

   .فظت بعبوات مغلقة لحین الاستخداموحُ  ،(1mm)باستخدام منخل معدني 

   :أوساط الزرع - 3-2-3

رَ وفقاً لما أشار و ، وتشخیصها خدم في عزل الفطریاتاستُ : رحوَّ المُ  وسط تشابك آجار - حُضِّ

  :)250، 1994(وزملاؤه  Yasuharaإلیه 

 (4 g Casein, 15 g glucose, 1 g K2HPO4, 0.5 MgSO4.7H2O, 0.5 g NaCl, 0.01 g FeSO4, 
15 g agar)/ L. 

 البنسلینضیف ، وأُ 6عند  pHدرجة الـ  تبطضُ و  ،min 15 مُدَّةل C̊ 121درجة  عُقِّم الوسط عند

0.01 g/L  0.5  ومایسینوالستربت g/L ع الوسط في أطباق بتريووزِّ البكتیري  نموّ لمنع ال.  

رو وسط سابّور  - رَ وفقاً لما أشار و ، وتشخیصها خدم في عزل الفطریاتاستُ  :د آجار المُحوَّ حُضِّ

رَ وفق ال وقد، )Foster )2004 ،607و Bills إلیه ناتحُضِّ   : مكوِّ

(10 g peptone, 40 g glucose, 15 g agar, 0.1 g Chloramphenicol)/L 

رَ بحسب تعلیمات الشركة الصانعة  : (PDA)البطاطادكستروز  وسط آجار - ، (Himedia)حُضِّ

  .وتحضیر مُعلَّق الأبواغ ،الفطریة عزلاتوتنشیط ال خدم لحفظستُ ا

رَ من و قدرة العزلات على إنتاج البروتیاز، لي لالأوَّ ختبار لالخدم ستُ ا :وسط آجار الحلیب - حُضِّ

10%(w/v) 2حلیب فرز و %(w/v)  َّ5 لمُدَّة لآجار بعد تعقیم الأو min 121درجة حرارة  عند °C 
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ناتت الخُلط وقد .C° 121درجة  عند min 15 مُدَّةوالثاني ل ت في أطباق بَّ وصُ  ،بعد التعقیم مكوِّ

  .(Nurkasanah and Widodo, 2015, 104)بتري 

ر دكستروز البطاطامرق وسط  - في الفطریة خدم لإنتاج الأنزیمات من العزلات استُ  :المُحوَّ

رَ و ، مرحلة الغربلة  g/L 10 وعُدِّلَ بإضافة جلوكوز، g/L 20و مستخلص بطاطا، g/L 4 منحُضِّ

 الدوارق تمَ قِّ وعُ  ،Erlenmeyer-250 mL في دورقمن الوسط  mL 50 ت كلوزِّعَ  كازئین،من ال

  .min 15 مُدَّةل  C̊ 121درجةعند  لافكتو و بالأ

 جري الاستبدال الجزئيوأُ  ة،أساسیّ  ركازةك فیه نخالة القمح تخدمستُ ا :الصّلب تخمیرالوسط 

، على حدة ، كلّ %40-10 بنسب بنخالة القمح الصویا ومسحوقرة، الذُّ  مسحوقو دقیق القمح، ل

 ،Erlenmeyer-250 mL في دورق تخمیرالوسط من  g 20 كل عَ وزِّ  .الأمثل الوسط تركیبلتحدید 

  :(g/L)تحضیر محلول ملحي معدني حمضي یحوي  تمَّ و 

ZnSO4. 7H2O: 0.07, MgSO4.7H2O: 0.07, CuSO4. 7H2O: 0.07, FeSO4: 0.09 (Thakur et 
al., 1990a, 16) 

بنسب  تخمیرالخدم المحلول الأخیر لترطیب وسط استُ و  ،L 1من هذا المحلول إلى  mL 10 دَ دِّ مُ و 

 HCl (0.1 N)أو  NaOH (0.1 N)الابتدائیة قبل التعقیم بإضافة  pHضُبِطَت قیم الـ ، مختلفة

 تمقِّ الدوارق بالقطن وعُ  تدَّ سُ . وفق معاملات التصمیم الإحصائي المعتمد وصولاً للقیم المُحدَّدة

بـ  مةالدوارق تحت ظروف معقَّ  تنقِ بعد التبرید حُ ، min 20 مُدَّةل  C̊ 121درجةعند  لافكتو و بالأ

10% V/W  2أو ما یعادل mL  بوغة 107(  بواغالأ مُعلَّقمن/mL( .  

ر وفقاً لما ذكره : السائل تخمیرالوسط   Andrade و ،)525، 1999( وزملاؤه Sekerحُضِّ

 للكربون كمصدراستُخدم الجلوكوز واللاكتوز  وقد، مع بعض التعدیل) 107، 2002( وزملاؤه

ة ضیفت العناصر المعدنیّ أُ كما  .(g/L 50 ,40 ,30 ,20 ,10) تراكیزالبعلى حدة  كلّ ضیفت وأُ 

 g/L (NH4)2SO4, 0.05 g/L MgSO4.7H2O, 2 g/L K2HPO4, 0.05 4.5: الكبرى وفق النسب

g/L KCl، 2وmL/L  ُمكوِّناتوفق ال ي من العناصر الصغرىغذِّ من محلول م :    

1 g/L Fe(NH4)2(SO4)2, 1 g/L ZnSO4, 0.5 g/L MnSO4, 0.08 g/L CuSO4  

بكبریتات الأمونیوم  ببتونالكازئین، ومستخلص الخمیرة، وال استبُدل ةالنتروجینیدر امصال ولغربلة

ناتضمن   50 ,40 ,30 ,20 ,10)تراكیز الب ةعلى حد كلّ ضیفت أُ  ، إذالقیاسي تخمیرالوسط  مكوِّ
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g/L).  ُ50 عَ زِّ و mL  ق في دوار  تخمیرالمن وسطErlenmeyer 250 mL،  ُبطت قیم الـ وضpH 

 إلى القیموصولاً  HCl (0.1 N)و أ NaOH (0.1 N)الابتدائیة لكل معاملة قبل التعقیم بإضافة 

 لافكتو و بالأ تمقِّ الدوارق بالقطن وعُ  تدَّ سُ  ،وفق معاملات التصمیم الإحصائي المعتمد المُحدَّدة

 %5)بـ  الدوارق تحت ظروف معقمة تنقِ بعد التبرید حُ ، min 15 مُدَّةل  C̊ 121درجة حرارةعند 

V/V)  2.5أو ما یعادل mL  بوغة 107( بواغالأ مُعلَّقمن/mL(.  َّنَت الدوارق في حاضنة ثُم حُضِّ

درجات حرارة مختلفة وفقاً لمعاملات التصمیم عند لفترات و  rpm 150ة بسرعة انیدور ازة هزّ 

   .الإحصائي

لعملیة تصنیع الجبن، وقد تمَّ الحصول علیه  الخامم حلیب الأبقار خدِ استُ : الحلیب 4-2-3-

  .من مزرعة أبي جرش التابعة لكلیة الزراعة في جامعة دمشق

 ®Chr. Hansen; BioRen التِّجاریَّةاستُخدمت أقراص المنفحة  :التِّجاریَّةالمنفحة 5-2-3- 

97T100   0.5وزن القرص (دانماركیة المنشأ g ،100000 للقرص نزیمیةالأ الفعالیّة SU 

ناتال ،(±5%) ر حضَّ لمُ مع المقارنة ل، )ببسین% 6- 0كیموزین و% 100- 94 :الأنزیمیة مكوِّ

رین، حضَّ من المُ  كلٍ لات الأنزیمیة مؤشِّر ال ورنتق وقد .ج باستخدام العزلات الفطریةنتَ الأنزیمي المُ 

    .المُصنَّعة بوساطة كل منهما الجبنة البیضاءخواص  قورنت كما

  :طرائق البحث 3-3-

عینة من التربة من مواقع مختلفة شملت حدائق ومشاتل  45جُمعت  :اعتیان التربة 1-3-3-

جُمعت ). 2الجدول ) (دمشق، وحمص، ودیر الزور(وأراضي زراعیة ضمن ثلاث محافظات 

جُفِّفَت هذه العینات . cm 15-10العینات بعد إزالة الطبقة السَّطحیَّة للتربة، وقد أُخذت على عمق 

أیام، ثم طُحِنت لتفتیت الكتل الترابیة، ثمَّ غُربلت باستخدام  3لمُدَّة  C̊ 22هوائیاً عند درجة حرارة 

  .وحُفِظَت في أكیاس من البولي إثیلین لحین إجراء عملیة العزل (2mm)منخل معدني 
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  .الفطریاتمواقع جمع عینات التربة المستخدمة في عزل : 2الجدول 

  مصدر العینة  رقم العینة    مصدر العینة  رقم العینة

 دیر الزور - حدیقة المعلمین 24   .دمشق - مساكن برزة -مشتل خاص 1

 دیر الزور -)سد مسعود(مصلحة الحراج  25   ریف دمشق  - البهدلیة - أرض زراعیة  2

 دیر الزور - مركز البحوث الزراعیة  26   دمشق - كلیة الزراعة 3

 27   دمشق -برنیة - أرض زراعیة 4
دیر  - ركُّ صَ  حویجة - أرض زراعیة

 الزور

 28   دمشق  - اللوان - بیادر نادر - أرض زراعیة 5
دیر  - ركُّ صَ ة حویج - أرض زراعیة

 الزور

 دیر الزور -مشتل الفرات الرعوي 29   ریف دمشق  -السبینة - أرض زراعیة 6

 دیر الزور - حطلة - زراعیةأرض  30   ریف دمشق  -الكسوة - أرض زراعیة 7

8 
ریف  -قرحتا  - مركز البحوث الزراعیة

 دمشق 
 حمص - كلیة الزراعة 31  

 حمص -مرمریتا - أرض زراعیة 32    ریف دمشق  -دیر علي - أرض زراعیة 9

10 
 -زغبر - شركة القلمون - أرض زراعیة

 ریف دمشق 
 حمص -مشتى عازار - أرض زراعیة 33  

 حمص - تلكلخ - أرض زراعیة 34   دمشق  - حدیقة تشرین 11

 حمص - حسیا - أرض زراعیة 35   دمشق  - حدیقة الجاحظ 12

 حمص - القریتین - أرض زراعیة 36   دمشق  -حدیقة الزاهرة 13

 حمص - الصوان - أرض زراعیة 37   ریف دمشق  - میسلون - أرض زراعیة 14

 حمص - شمسین - أرض زراعیة 38   ریف دمشق  - سرغایا - أرض زراعیة 15

 حمص- المخرم الفوقاني - أرض زراعیة 39   دیر الزور -المریعیة - محطة أكساد 16

 حمص - الصدد - أرض زراعیة 40   دیر الزور - مركز دیر الزور الزراعي 17

 حمص - القصیر - أرض زراعیة 41   دیر الزور -مشتل سعلو لإكثار النخیل 18

 حمص - قطینة - أرض زراعیة 42   دیر الزور - حي الكسر - أرض زراعیة 19

 حمص - الحواش - أرض زراعیة 43   دیر الزور - اطعكّ  حویجة - أرض زراعیة 20

 حمص - شنشار - أرض زراعیة 44   دیر الزور - البولیل - أرض زراعیة 21

   دیر الزور - حدیقة طلیطلة 22
 حمص - الفرقلس - أرض زراعیة 45

   دیر الزور - حدیقة الأشعري 23
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وفقاً لما أشار ابتداءً من عینات التربة  عزل الفطریات تمَّ  :وتشخیصهعزل الفطر  2-3-3-

من  g 10وذلك بوزن  ،ق من التربة والماءعلَّ مُ  حُضِّرَ  إذ، )Rouxel)2000 ،6f و Davetإلیه 

م، وتحریك عقَّ ر والمُ قطَّ من الماء المُ  mL 90م یحتوي على عقَّ عینة التربة ووضعها داخل دورق مُ 

ناتال . min 10 مُدَّةلیترسب ل مُعلَّقرك التَ  مَّ ثُ  min 30 مُدَّةل rpm 150باستخدام هزاز بسرعة  مكوِّ

ر قطَّ التربة باستخدام الماء المُ  مُعلَّقابتداءً من   (3-10 ,2-10 ,1-10)حُضِّرت التخفیفات العشریةو 

تشابك آجار  تيضمن أطباق بتري على سطح بیئ عَ زِّ ووِ  ،من كل تخفیف 1mLأخذ  مَّ م، وتَ عقَّ والمُ 

أیام مع عمل  7 مُدَّةل C̊ 40درجة حرارة  الأطباق عندحُضِّنت و . د آجار المُحوَّرو وسابّور ، المُحوَّر

رات 5 تنطبق علیها المواصفات المظهریة إلى  الَّتيامیة نُقلت المستعمرات النّ . لكل تخفیف مُكرَّ

لوحظ شكل  وقد .ة أخرى لغرض التنقیة والتشخیصمرّ د آجار و وسابّور ط تشابك آجار اوسأ

هذه  المزرعة ولونها وقوامها، بالإضافة إلى الخصائص المجهریة حیث حُضِّرت شرائح من

شكل  ظَ وفُحصت بالمجهر الضوئي ولوحِ  ،القطنلاكتوفینول أزرق المستعمرات باستخدام صبغة 

ت صور جَ عولِ . ذیراتالهیفات، والجُ و الأبواغ، و حاملات الأكیاس البوغیة، و الأكیاس البوغیة، 

، ImageJ (Rasband, n.d)رات باستخدام برنامج حضَّ وتمَّ قیاس أبعاد المُ  ،المجهر الضوئي

 ،)Emerson)1964 ،26f و Cooney ذكرها الَّتية وشُخِّصت العزلات وفقاً للمفاتیح التشخیصیّ 

  ).2000 ،95f( De Hoogو ،)Schipper )1978 ،53f ،58fو

تمَّ الكشف عن وجود الأفلاتوكسینات  :جة للأفلاتوكسیننتِ العزلات المُ الكشف عن  - 3-3-3

ت عَ رِ زُ  وقد، )Machida)1999 ،206 و Saito للعزلات الفطریة وفقاً لما ذكره نموّ في بیئة ال

 mL 0.2ووِزِّع  ،عن طریق ثقب منتصف الطبق PDAبیئة أطباق بتري تحتوي على العزلات في 

د باستخدام محقن طبي مزوّ  لطبقغطاء اعلى السطح الداخلي ل) 25%(من محلول الأمونیا 

نت الأطباق بشكل مقلوب (0.22µm)غشائي بفلتر   ،أیام7  مُدَّةـل C° 37درجة عند ، ثُمَّ حُضِّ

شیر یُ و  .مزرعة النامیة والوجه العكسي للطبق خلال فترة التحضینوتمَّت مراقبة لون محیط ال

النتیجة الإیجابیة للاختبار، إذ یظهر اللون الأحمر نتیجة ون الأحمر إلى لون البیئة للَّ  تغیُّر

  .رةاختزال الأفلاتوكسین بفعل الأمونیا المُتبخِّ 

 mL 20 تحتوي على mm 90أطباق بتري  علىالفطر  حَ قِّ لُ : ق الأبواغعلَّ تحضیر مُ  4-3-3-

 5  مُدَّةـل C° 37درجة عند الأطباق  تنضِّ حُ ثُمَّ  عن طریق ثقب منتصف الطبق، PDAمن بیئة 
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 ،مالمعقَّ ر و المقطَّ من الماء  mL 30بخدش سطح الآجار بوجود  لّقاحالحصول على ال أیام، وتمَّ 

  .Neubauer chamberطة ابوسفي المُعلَّق الناتج قُدِّر تركیز الأبواغ و 

 إنتاج البروتیاز بشكل أوَّ  تمَّ اختبار قدرة العزلات على: غربلة العزلات الفطریة5-3-3- 
ّ
 لي

 الفعالیّةالأنزیم المُنتَج و  كمِّیّةعلى بیئة آجار الحلیب، ثمَّ غُربلت العزلات اعتماداً على تقدیر 

تحت الحاویة على الوسط الدوارق  لُقِّحَت ، وقدالمُحوَّردیكستروز البطاطا  مرقالأنزیمیة في 

قیاس  تمَّ و  .)mL/بوغة 107( بواغق الأعلَّ مُ من  mL 2.5أو ما یعادل  (V/V) %5بـ  ظروف معقمة

 النشاط  ،(MCA)الحلیب  تخثُّرنشاط  نزیمي،المحتوى الأ
ّ
، (PA) للبروتین الحالّ  نشاطال ،النَّوعي

ناتج للمستخلص الأنزیمي ال (MCA/PA)للبروتین  الحالّ النشاط  /الحلیب تخثُّرونسبة نشاط 

راتالتجارب بواقع ثلاث هذه  تمَ مِّ صُ و  .لتقییم جودة الأنزیم عنها  رَ بِّ وعُ  ،اختبارلكل  مُكرَّ

تحلیل التباین النتائج اعتماداً على  جمیعتحلیل  وتمَّ  ،)الانحراف المعیاري ±( بمتوسطات

(ANOVA)  اختبار أقل فرق معنوي و(LSD)  باستخدام برنامج  0.01عند مستوى معنویةIBM 

SPSS Statistics 21 .  

عن  المیسیلیومتمَّ فصل  ،تخمیرالبعد إتمام  :تخمیرالمن وسط الأنزیم ستخلاص ا 6-3-3-

ولتصفیة المحلول  ،(Whatman paper No1)باستخدام ورق ترشیح السائل  تخمیرالوسط 

المحتوى لتقدیر  رُشاحةصلت الفُ و  ،min 20 مُدَّةل (rpm 5000)ض للطرد المركزي رِّ الأنزیمي عُ 

طر ماء مق mL 100 أضیفت الصّلب تخمیرالالأنزیم من وسط ولاستخلاص  .النشاط الأنزیميو 

(4 C̊)  220 بسرعةالدوارق على هزاز  تعضِ و و  ،تخمیرالإلى وسط rpm تمَّ و  .ساعة واحدة مُدَّةل 

  .(Fernández-Lahore et al., 1998, 84) نفسها الطریقةبترشیح وتصفیة المحلول الأنزیمي الناتج 

باستخدام للمستخلص الأنزیمي المحتوى البروتیني  دَ دِّ حُ : تحدید المحتوى البروتیني 7-3-3-

  :ةتیالكواشف الآ خدمتاستُ  وقد، )265-266، 1951( هئوزملا Lowryطریقة 

  .NaOH (N 0.1) في  A: Na2CO3 %2الكاشف 

  .و البوتاسیومأطرطرات الصودیوم  %1في  B: 0.5  %CuSO4.5H2Oالكاشف 

ر : Cالكاشف    .Bمن الكاشف  mL 1مع  Aمن الكاشف  mL 50 مزج بآنیاً حُضِّ

  .1:1بنسبة  الماء المقطرب مُدِّدَ  :Folin & Ciocaltue's phenol (2M)كاشف 
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بتراكیز  Bovine Serum Albumin (BSA) ألبومین المصل البقري محلول قیاسي من رَ ضِّ حُ و 

 ضمن BSAمحلول من كل تركیز من  mL 0.4 إلى Cمن الكاشف mL 2 ضیف أُ و  .ةتدرِّجمُ 

من  mL 0.2 أضیفثُمَّ  .دقائق 10 مُدَّةنابیب بدرجة حرارة الغرفة لالأ تنضِّ حُ و  ،نبوبة اختبارأ

 .نصف ساعة مُدَّةل بمعزل عن الضوء بنابیالأ تنضِّ حُ و المزیج لى إ فولین فینول المُمدَّدكاشف 

 ةطول موج ندعباستخدام المطیاف الضوئي للمحالیل الناتجة  الضَّوئیَّة الامتصاصیة قیستثُمَّ 

750 nm.  َوئیَّة الامتصاصیةل فیه التراكیز المختلفة مع تتمثَّ  الَّذيقیاسي المنحنى ال ورُسِم  الضَّ

 المحتوى رَ دِّ قُ و ، نفسها الطریقةبلعینات الفحص  الضَّوئیَّةقیست الامتصاصیة و  .)3الشكل (

  .المنحني القیاسي اعتماداً على هافی يالبروتین

 

  .المنحني القیاسي للألبومین: 3الشكل 

  :تحدید النشاط الأنزیمي 8-3-3-

، 1967(ه وزملائ Arima لطریقةتبعاً  حُدِّدَ  :(Milk Clotting Activity)الحلیب  تخثُّرنشاط  -

من  mL 1ر خثِّ تُ  الَّتيالأنزیم  كمِّیّةها بأنَّ ف عرَّ وتُ  .Soxhlet (SU)بوحدة  عنه رَ بِّ وعُ  ،)542- 541

 عند min 40ید الكالسیوم خلال كلور  g 0.0014مسحوق حلیب مقشود و g 0.1محلول یحوي 

محلول الحلیب مُعاد من  5mLإلى  يالأنزیمالمستخلص من  1mLإذ أُضیفَ . C̊ 35 درجة حرارة

نَ المزیج في  التركیب،  تخثُّرعملیة ال وتمَّت مراقبة ،C° 35عند درجة حرارة  مائي حَمّاموحُضِّ

 .التفاعل محلولجزیئات غیر مترابطة في  ظهور لحینخر لآ بتدویر أنبوب الاختبار من وقتٍ 

  :الآتيبالقانون  التخثُّرنشاط  یسَ قِ و 

y = 1.072x + 0.198
R² = 0.999
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 MCA (SU) = 
	�	����
�	����	

 × ��
�	���

 × ����
�	�����

 

زمن  :T ،تفاعلالحرارة  درجة: t ،ينزیمالأالمستخلص حجم  :E ،الحلیبحجم  هو M أنَّ  بحیث

  .التخثُّر

 حُدِّدَ عن طریق :(Proteolytic Activity) )البروتیولیتيالنشاط (للبروتین  الحالّ النشاط  -

ح اشِ من الرَّ  mL 1 ضیفأُ  وقد. )Kunitz )1947 ،308-306تقدیر هضم الكازئین تبعاً لطریقة 

 ، Sorensen يمنظم فوسفاتمحلول   M 0.1في %  1(كازئین من محلول ال mL 1لى إالأنزیمي 

6 pH(،  ُ35 درجة حرارةعند  نَ ضِّ وح C̊ 20 مُدَّةل min،  3 ضیفتأُ ثم mL ثلاثي ل % 5 من محلول

محلول الشاهد  رَ ضِّ حُ و  .يوترسیب الكازئین المتبقّ  لإیقاف التفاعل (TCA) كلورو حمض الخل

 تركتُ و الأنزیمي،  ضافة المحلولإلى محلول التفاعل قبل إ TCAضافة إعدا نفسها، الطریقة ب

بعد و  .min 10 مُدَّةل rpm 5000 بسرعة تبذنُ ، ثم C̊ 25درجة حرارة عند ساعة  مُدَّةلالمحالیل 

باستخدام الرائق  لمحلولفي ا رةالأمینیة والببتیدات المتحرِّ  الحموضالترشیح قُدِّرَ المحتوى من 

وباستخدام منحني  nm 750عند طول موجة  )265-266، 1951( هئوزملا Lowryطریقة 

ة وهي الفعالیّ  ،(PU)بوحدة بروتیاز  بروتیولیتيالنشاط ال عُبِّر عنو  .)4الشكل ( قیاسي للتیروزین

  .قیقة الواحدة تحت ظروف القیاسمن التیروزین في الدَّ  µg 1 ي إلى تحریرؤدّ ت الَّتي

 

  .للتیروزینالمنحني القیاسي : 4الشكل 

y = 0.008x + 0.060
R² = 1
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  .من الأنزیم mg 1 وهي عدد وحدات الفعالیة الأنزیمیة لكل: ة للأنزیمالنَّوعیّ الفعالیة  -

قُدِّرت هذه النسبة بقسمة قیمة  :(MCA/PA) البروتیولیتينشاط ال /الحلیب تخثُّرنشاط  نسبة -

الحلیب على قیمة النشاط البروتیولیتي للأنزیم الناتج، وتتناسب قیمة هذه النسبة  تخثُّرنشاط 

  .مع جودة الأنزیم إیجاباً 

ناتغُربلت  إذوفق خطوتین، هذه العملیة جریت أُ : السائل تخمیرالأمثلة  - 9-3-3 وسط  مكوِّ

لاختصار عدد المعاملات، وتحدید  (one-factor-at-a-time)تغییر معامل بعد الآخر ب تخمیرال

  .حقةفي المرحلة اللاّ  RSMضمن تصمیم  العواملهذه  یاتمستو 

ناتة للیّ الغربلة الأوَّ  -  تخمیرالإلى وسط الجلوكوز واللاكتوز  أُضیفَ  :السائل تخمیرالوسط  مكوِّ

وحُدِّدَ نوع المصدر الكربوني وتركیزه ، (g/L) 50، 40، 30، 20، 10 تراكیزالب كلّ على حدة

یّةبناءً على حقة لاستخدامه في المراحل اللاّ الأمثل   ولاختیار. ونشاطه المُنتَجالبروتیاز  كمِّ

بكبریتات الأمونیوم ضمن  ببتونالكازئین، ومستخلص الخمیرة، وال النتروجیني استُبدلمصدر ال

 50، 40، 30، 20، 10تراكیز الب ةعلى حد كلّ ضیفت أُ  ، إذالقیاسي تخمیرالوسط  مكوِّنات

(g/L) . راتبواقع ثلاث و  ،تغییر معامل بعد الآخرالتجارب بهذه  متمِّ صُ و ر بِّ وعُ  معاملةلكل  مُكرَّ

تحلیل التباین النتائج اعتماداً على  جمیعتحلیل  وتمَّ  ،)الانحراف المعیاري ±( طاتعنها بمتوسِّ 

(ANOVA)  اختبار أقل فرق معنوي و(LSD)  باستخدام برنامج 0.01عند مستوى معنویة IBM 

SPSS Statistics 21 .    

 Response Surface) السَّطحیَّةجیة الاستجابة باستخدام منهالسائل  تخمیرالأمثلة ظروف  -

Methodology):  

 وهيعوامل  5دراسة  تتمَّ  وقد،  Minitab 17وحُلِّلَت النتائج باستخدام برنامج ،التجربةت مَ مِّ صُ 

غُیّرَت قیم و  .، وتركیز الجلوكوز، وتركیز الكازئینpH، ودرجة الـ تخمیرالدرجة الحرارة، وزمن 

 Central)استخدم التصمیم المُركَّب المركزي و ، )3 جدولال(مستویات  5هذه العوامل ضمن 

Composite Design) التجریبیَّةحُلِّلَت النتائج و  ).4 جدولال(معاملة  44 للحصول على 

، وتمَّ 0.05عند مستوى معنویة د، وتحلیل التباین تعدِّ للمعاملات باستخدام تحلیل الانحدار المُ 
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 الحلیب  تخثُّرتحدید الظروف المثلى لإنتاج البروتیاز باعتماد نشاط 
ّ
 تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

  .ینمؤشِّر من ال أعلى قیمة لكلٍ  یُحقِّقري استجابة، بما تغیّ كمُ  للبروتین الحالّ للنشاط 

ستقلّةالتصمیم التجریبي للمتغیرات : 3جدول ال
ُ
  .السائل تخمیرالمستخدمة في أمثلة ال ومستویاتها الم

  الوحدة  المتغیِّر رمز  المدروسة اتالمتغیِّر 
  المتغیِّر ومستویات فواصل

-2 -1 0 +1 +2 
 120 96 72 48 24  ساعة X1  تخمیرال زمن

 X2 ̊C 30 35 40 45 50  الحرارة درجة

pH X3 -  3 4 5 6 7 

 X4 (g/L) 30 35 40 45 50  الكربون تركیز

 X5 (g/L) 2 6  10 14 18  النتروجین تركیز
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  .السائل تخمیرالب الخاصّ  للتصمیم الإحصائي التجریبیَّةالمعاملات : 4 جدولال

المعاملة رقم راتال  ُكرَّ
م   قیم 

ُ
تغیِّرالم  

X1 X2 X3 X4 X5 
1 1 48 35 4 35 6 
2 1 96 35 4 35 6 
3 1 48 45 4 35 6 
4 1 96 45 4 35 6 
5 1 48 35 6 35 6 
6 1 96 35 6 35 6 
7 1 48 45 6 35 6 
8 1 96 45 6 35 6 
9 1 48 35 4 45 6 

10 1 96 35 4 45 6 
11 1 48 45 4 45 6 
12 1 96 45 4 45 6 
13 1 48 35 6 45 6 
14 1 96 35 6 45 6 
15 1 48 45 6 45 6 
16 1 96 45 6 45 6 
17 1 48 35 4 35 14 
18 1 96 35 4 35 14 
19 1 48 45 4 35 14 
20 1 96 45 4 35 14 
21 1 48 35 6 35 14 
22 1 96 35 6 35 14 
23 1 48 45 6 35 14 
24 1 96 45 6 35  14 
25 1 48 35 4 45 14 
26 1 96 35 4 45 14 
27 1 48 45 4 45 14 
28 1 96 45 4 45 14 
29 1 48 35 6 45 14 
30 1 96 35 6 45 14 
31 1 48 45 6 45 14 
32 1 96 45 6 45 14 
33 2 72 40 5 40 10 
34 2 72 40 5 40 10 
35 2 24 40 5 40 10 
36 2 120 40 5 40 10 
37 2 72 40 3 40 10 
38 2 72 40 7 40 10 
39 2 72 40 5 30 10 
40 2 72 40 5 50 10 
41 2 72 40 5 40 2 
42 2 72 40 5 40 18 
43 2 72 30 5 40 10 
44 2 72 50 5 40 10 
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  :الصّلب تخمیرالأمثلة  10-3-3-

ناتة للیّ الغربلة الأوَّ  - وأجري  أساسیة، ركازةنخالة القمح ك تخدمستُ ا :الصّلب تخمیرالوسط  مكوِّ

- 10بنسب  بنخالة القمح الصویا ومسحوق، الذُّرة الاستبدال الجزئي لدقیق القمح، ومسحوق

. ونشاطه المُنتَجالبروتیاز  كمِّیّةوحُدِّدَ التركیب الأمثل للركائز بناءً على  .على حدة كلّ % 40

 تخمیرالإلى وسط  ببتونالكازئین، ومستخلص الخمیرة، وال أُضیفالنتروجیني مصدر ال ولاختیار

في جمیع  ونشاطه المُنتَجالبروتیاز  كمِّیّةوتمَّ قیاس  .على حدة كلّ % 5، 4، 3، 2، 1بالنسب 

راتبواقع ثلاث تغییر معامل بعد الآخر و التجارب ب تمَ مِّ صُ  .المعاملات ر وعبِّ  معاملةلكل  مُكرَّ

تحلیل التباین النتائج اعتماداً على  جمیعتحلیل  وتمَّ  .)الانحراف المعیاري ±( طاتعنها بمتوسِّ 

(ANOVA)  اختبار أقل فرق معنوي و(LSD)  باستخدام برنامج 0.01عند مستوى معنویة IBM 

SPSS Statistics 21 .  

 ،التجربةت مَ مِّ صُ  :السَّطحیَّةجیة الاستجابة باستخدام منه الصّلب تخمیرالأمثلة ظروف  -

درجة الحرارة،  وهيعوامل  5دراسة  تتمَّ  وقد،  Minitab 17وحُلِّلَت النتائج باستخدام برنامج

، غُیّرَت قیم هذه العوامل ضمن الكازئین، وتركیز نسبة الرطوبة، و pH، ودرجة الـ تخمیرالوزمن 

معاملة  47 للحصول علىاستخدم التصمیم المُركَّب المركزي و ، )5 جدولال(مستویات  5

د، وتحلیل تعدِّ للمعاملات باستخدام تحلیل الانحدار المُ  التجریبیَّةحُلِّلَت النتائج و  ).6 جدولال(

، وتمَّ تحدید الظروف المثلى لإنتاج البروتیاز باعتماد نشاط 0.05عند مستوى معنویة التباین 

 الحلیب  تخثُّر
ّ
ق حقِّ ري استجابة، بما یُ كمتغیِّ  للبروتین الحالّ للنشاط  تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

  .ینمؤشِّر من ال أعلى قیمة لكلٍ 

ستقلّةالتصمیم التجریبي للمتغیرات : 5جدول ال
ُ
  .الصّلب تخمیرفي أمثلة ال المستخدمة ومستویاتها الم

  الوحدة  تغیِّرالمُ  رمز  المدروسة اتالمتغیِّر 
  المتغیِّر ومستویات فواصل

-2 -1 0 +1 +2 
 120 96 72 48 24  ساعة X1  تخمیرال زمن

 X2 ̊C 30 35 40 45 50  الحرارة درجة

pH X3 -  3 4 5 6 7 

 X4 % 40 50 60 70 80  نسبة الرطوبة

 X5 % 0.5 1  1.5 2 2.5  الكازئین تركیز
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  .الصّلب تخمیرالب الخاصّ  للتصمیم الإحصائي التجریبیَّةالمعاملات : 6 جدولال

المعاملة رقم راتال  ُكرَّ
م المتغیِّر قیم   

X1 X2 X3 X4 X5 
1 1 48 35 4 50 1.0 
2 1 96 35 4 50 2.0 
3 1 48 45 4 50 2.0 
4 1 96 45 4 50 1.0 
5 1 48 35 6 50 2.0 
6 1 96 35 6 50 1.0 
7 1 48 45 6 50 1.0 
8 1 96 45 6 50 2.0 
9 1 48 35 4 70 2.0 

10 1 96 35 4 70 1.0 
11 1 48 45 4 70 1.0 
12 1 96 45 4 70 2.0 
13 1 48 35 6 70 1.0 
14 1 96 35 6 70 2.0 
15 1 48 45 6 70 2.0 
16 1 96 45 6 70 1.0 
17 1 48 35 4 50 2.0 
18 1 96 35 4 50 1.0 
19 1 48 45 4 50 1.0 
20 1 96 45 4 50 2.0 
21 1 48 35 6 50 1.0 
22 1 96 35 6 50 2.0 
23 1 48 45 6 50 2.0 
24 1 96 45 6 50 1.0 
25 1 48 35 4 70 1.0 
26 1 96 35 4 70 2.0 
27 1 48 45 4 70 2.0 
28 1 96 45 4 70 1.0 
29 1 48 35 6 70 2.0 
30 1 96 35 6 70 1.0 
31 1 48 45 6 70 1.0 
32 1 96 45 6 70 2.0 
33 1 72 40 5 60 1.5 
34 1 72 40 5 60 1.5 
35 1 72 40 5 60 1.5 
36 1 72 40 5 60 1.5 
37 1 72 40 5 60 1.5 
38 2 24 40 5 60 1.5 
39 2 120 40 5 60 1.5 
40 2 72 30 5 60 1.5 
41 2 72 50 5 60 1.5 
42 2 72 40 3 60 1.5 
43 2 72 40 7 60 1.5 
44 2 72 40 5 40 1.5 
45 2 72 40 5 80 1.5 
46 2 72 40 5 60 0.5 
47 2 72 40 5  60 2.5 
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  :معاملات التطفیر 11-3-3-

 ،)3، 2014(وزملاؤه  Tajikوفقاً لما ذكره  جريَ أُ  :البنفسجیَّةفوق  شعّةالتطفیر باستخدام الأ -

 مُعلَّقمن  mL 5نُقلت ة، حیث مع تعدیل الجرعة الإشعاعیّ ) 405، 2016(وزملاؤه Zhang و

باستخدام  البنفسجیَّةفوق  شعّةتحت ظروف مُعقَّمة، وعُرِّضَت للأبتري  طباقالأبواغ الفطریة إلى أ

 25 ,20 ,15 ,10 ,5) على أبعاد مختلفة عن مصدر الإشعاع ،(nm 253)مصباح مبید للجراثیم 

cm)ولفترات مختلفة ، (25 ,20 ,15 ,10 ,5 sec).  مُدَّةفي الظلام ل طباقت الأكَ بعد التشعیع تُرِ و 

  .، ثُمَّ أُخضعت لعملیة الغربلةساعتین لتلافي الإصلاح الضوئي

 فقد، )192، 2010(وزملاؤه  Liوفقاً لما ذكره  أُجريَ : التطفیر باستخدام الأمواج المیكرویِّة -

 ،تحت ظروف مُعقَّمة )mL 20(الأبواغ الفطریة إلى أنابیب زجاجیة  مُعلَّقمن  mL 5نُقلت 

بات ثلجیة كعَّ یحتوي على مُ  )mL 500(، ووضِعت في كأس بیشر أُغلقت الأنابیب بالأغطیةو 

 ثُمَّ عُرِّضت الأنابیب للأمواج المیكرویِّة باستخدام فرن میكرویف .لتلافي ظهور الأثر الحراري

(1000 W, 2450 MHz)  لفترات مختلفة(210 ,180 ,150 ,120 ,90 sec).  

وزملاؤه  Radhaوفقاً لما ذكره  أُجريَ  :(EMS) المیثان التطفیر باستخدام إیثیل سلفونات -

من  mL 5نُقلت  فقد، مع بعض التعدیل )3، 2015(وزملاؤه Kumar و ،)1518، 2012(

 من mL 1 وأضیف ،تحت ظروف مُعقَّمة )mL 15(الأبواغ الفطریة إلى أنابیب تثفیل  مُعلَّق

في المُعلَّق البوغي في  EMSبلغ تركیز و وفق تركیز مختلف لكل معاملة،  EMSمحلول 

درجة  الأنابیب عندحُضِّنت و  .(µg/mL) 80، و65، و50، و35، و20المعاملات المختلفة 

 10 مُدَّةل rpm 5000، ثُمَّ ثفُِّلت بسرعة (min 60 ,50 ,40 ,30 ,20 ,10)لفترات مختلفة  C̊ 35 حرارة

minلة لإزالة تشكِّ ات البوغیة المُ یّ رَّ باستخدام ماصة مُعقَّمة، وغُسلت الكُ  رُشاحة، ثُمَّ استبعدت ال

والمُعَقَّم وتثفیل الأنابیب ثلاث مرات مع استبعاد ر قطَّ بإضافة الماء المُ  المتبقِّیة EMSآثار 

 5في  من كل أنبوبفي المرحلة الأخیرة لة تشكِّ المُ  لكریات البوغیةعُلِّقت او . في كل مرة رُشاحةال

mL  وحُفظت لإجراء الغربلة ،ر والمُعَقَّمقطَّ الماء المُ من.    

من المُعلَّق البوغي المُعرَّض لعوامل التطفیر على سطح أطباق  ml 1وِزِّعَ  :غربلة الطفرات -  

نت الأطباق عندPDAبیئة  من mL 20 بتري تحتوي على  5 مُدَّةل C̊ 37درجة حرارة  ، ثُمَّ حُضِّ
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 اتر عملیة الإنتاج الأنزیمي باستخدام تخمُّ استُخدم لحُضِّر المُعلَّق البوغي كما ذُكِرَ سابقاً، و و ، أیام

   .ة الأمثلةعلى نتائج عملیّ  المثلى للإنتاج بناءً  تحت الظروف تخمیرالأُجري  وقد .ةالصّلبالحالة 

في المستخلص الأنزیمي  الأنزیم والفعالیة الأنزیمیة كمِّیّةغُربلت العزلات اعتماداً على تقدیر و 

من المُعلَّق  mL 1قل ن وتمَّ ، أجیال 8بعد مرور  المُغربلة الوراثي للطفرات الثَّبات رَ بِ اختُ و  .المُنتَج

درجة  ، وحُضِّنت الأطباق عندPDAالبوغي المُطفَّر إلى سطح أطباق بتري تحتوي على بیئة 

رَ المُعلَّق ، طباق جدیدةأامیة لتلقیح مت المستعمرات النّ خدِ استُ  ثُمَّ  ،أیام 5 مُدَّةل C̊ 37حرارة  حُضِّ

تحت  ةالصّلبات التخمُّر بالجیل الثامن لیُستَخدم لعملیة الإنتاج الأنزیمي ابتداءً من  البوغي

   .الظروف المثلى للإنتاج

  :لأنزیمل جزئیَّةالتنقیة ال 12-3-3-

ر الأنزیمي الخام وفقاً لما ذكره: الترسیب بكبریتات الأمونیوم -  تمَّ ترسیب البروتینات في المُحض�

Iwasaki  547، 1967(وزملاؤه(، و Kazemi-Vaysari)2002 ،100f( وزملاؤه، 

كبریتات الأمونیوم إلى المُحض�ر ببطء مع ضیفت بلُّورات أُ  وقد .)Nooralabettu )2014 ،9و

 حرِّ باستخدام مُ  التحریك المستمرّ 
ّ
حتى الوصول إلى درجة  C̊ 4عند درجة حرارة  ك مغناطیسي

 ثُمَّ . لرفع نسبة الترسیب hrs 24 مُدَّةل (C̊ 4-2)تُرك المحلول الناتج تحت التبرید . 75%ع تشبُّ 

 وأضیفت ، min 20 مُدَّةل rpm 10000فُصِلَ الراسب عن السائل الرائق بالطرد المركزي بسرعة 

10 mL  ُم الفوسفات نظِّ من م(0.02 M, pH 6) سب من محلول الرا كلٌ وحُفظ . إلى الراسب

المحتوى البروتیني  رَ دِّ قُ  كما للاستخدام لاحقاً، C̊ 4درجة حرارة  البروتیني، والسائل الرائق عند

  .تنقیةجمیع مراحل ال فينزیمي الأ والنشاط

 ،)Karcher )1995 ،170fوفقاً لما ذكره  جریتأُ  :التنقیة بكروماتوغرافیا الترشیح الهلامي -

من دارئ  mL 150الترشیح بإضافة  حُضِّر هالم وقد .)349، 2015(وزملاؤه  Abdelouahabو

، وتَرك المُعلَّق (Sephadex G100)من حبیبات الدیكستران  g 5إلى  (M; pH 6 0.02)الفوسفات 

 فُرِّغ الهالمو . الكامل للحبیبات للوصول إلى الانتفاخ C̊ 4درجة حرارة  عند hrs 48 مُدَّةالناتج ل

 × 2.6) بلطف في عمود زجاجي بأبعاد ثُمَّ سُكِب ة تفریغ، المُتشكِّل من الغازات باستخدام مضخَّ 

30 cm)  وتمَّت موازنته باستخدام دارئ فوسفات  ،تینغُسل العمود مرَّ  .فقاعاتالظهور  تجنُّبمع
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ر وفق الخطوة  mL 3حُقنت  .mL/min 1جریان  مُعدَّلب من محلول الراسب البروتیني المُحضَّ

 سرِّبةالمُ  ت أجزاء العینةعَ ئ الفوسفات، وجُمِ دار عمود الترشیح، مع إمرار الجزء العلوي لالسابقة في 

للجزء الواحد، وقیست الامتصاصیة للأجزاء المُجمَّعة عند طول  "mL 1" مُعدَّلب من أسفل العمود

جُمعت الأجزاء ثُمَّ  ،، وقُدِّرت الفعالیة الأنزیمیة للأجزاء المُشكِّلة للقمم البروتینیةnm 280موجة 

  .المُحضَّر الأنزیمي الناتجلتوصیف  المرتفعةة ذات الفعالیّ 

  :ى جزئیاً قّ توصیف البروتیاز المُنَ 13-3-3-   

قُدِّر الوزن الجزیئي  :تقدیر الوزن الجزیئي باستخدام الرحلان الكهربائي 1-13-3-3-

كبریتات م هالل الفصل الكهربائي باستخدامللمُحضَّر الناتج عن مراحل التنقیة 

 Sodium dodecyl sulphate (SDS)–polyacrylamide gel د الأكریلامایدتعدِّ مُ  الصودیوم دودیكل

electrophoresis، تبعاً لطریقة Laemmli )1970 ،681(،  ووفقاً لما ذكرهGarfin )2009 ،

 (29.2%للأكریلامید بدءاً من محلول خزین  حُضِّرت المواد الهالمیة وقد .)511- 502

ومحلول  ،)N,N'-bis-methylene acrylamideكریلامید الأ میثیلینثنائي  0.8%و، كریلامیدأ

لماء إلى ابالإضافة ، Tris-HCl وقيمو ، SDS (%10) الصودیوم كبریتات دودیكلل خزین

  محلول بإضافة لاحقاً  ت بلمرة المواد الهالمیةوتمَّ ر، قطَّ المُ 
ّ
 مونیومبیرسلفات الأل التحضیر آني

التركیز  بلغ وقد. بّ بعد الصَّ  ،)TEMED( دیامین إیثیلین میثیل رباعيمحلول جاهز ل، و 10)%(

بولي % 12و ،SDS 0.1%، وM Tric-HCl (pH 8.8) 0.375 الفصل مالهل النهائي

 M Tric-HCl 0.125 ، وأكریلاماید بولي% 4 صّ الرَّ  مالهكما بلغ التركیز النهائي ل. أكریلاماید

(pH 6.8)، 0.1%و SDS ) 7الجدول(.   

رَ   Trisمن g 18.2ذابة إب ،M 1.5ز بتركیم الفصل الالمحلول الموقي لهحُضِّ

(hydroxymethyl)aminomethane  80في mL  ُالرقم الهیدروجیني إلى  لَ دِّ عُ و  ،رقطَّ من الماء الم

ر و  .mL 100إلى  الحجم لَ كمِ أُ ثُمَّ  ،حمض كلور الماء إضافةب 8.8 المحلول الموقي لهلام حُضِّ

ل الرقم یعدتو  ،رقطَّ من الماء المُ  mL 80في   Trisمن g 6.1بإذابة  ،M 0.5بتركیز  صّ الرَّ 

  .mL 100الحجم إلى  لَ كمِ وأُ  ،حمض كلور الماء بإضافة 6.8إلى الهیدروجیني 
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نات :7الجدول    .المستخدمة والأحجام صّ الرَّ  مالوه الفصل ماله مكوِّ

  المادة
  لتحضیر المستخدم الحجم

  )mL( الفصل المه

  لتحضیر المستخدم الحجم

  )mL( صّ الرَّ  ماله

   6.1 3.35  رقطَّ ماء مُ 

  1.3   4.0  محلول خزین الأكریلامید

Tris  2.5 (1.5 M pH 8.8)   2.5 (0.5 M, pH 6.8)  
SDS 10%  0.1   0.1  
APS 10%  0.05  0.05  
TEMED  0.005   0.01   

  

رَ   M 0.192و، M Tris 0.025 بالتركیز Electrode buffer (pH 8.3) الترحیل محلولحُضِّ

 فيmL  (%10) SDS 1غلایسین، و g 1.4و ،g Tris 0.3من ، بدءاً SDS 0.1%غلایسین، و

100 mL  ُرَ و  .رقطَّ ماء الم  M Tris-HCl pH 6·8 ،%2 0.0625( بالتركیز مُنَظِّم العیناتحُضِّ

SDS ،%10  ،م ظِّ نَ مُ  ، بدءاً من)زرقبروموفینول الأ 0.001، مركابتوإیثانول-2 5%جلیسرول

 ،mL %10 SDS 2و ،mL Tris (0.5 M, pH 6.8) 1.2ر، وقطَّ ماء مُ  mL 4.8 خزین یتكون من

م العینات نظِّ من مُ  mL 0.95مُزِجَ و  .وموفینول الأزرقر ب mL %0.5 0.5جلیسرول، و mL 1و

  .مركابتوإیثانول-mL %5 2 0.05الخزین مع 

هالم  حُدِّدَ ارتفاع صبّ إطار الصب باستخدام ملاقط جانبیة، و زجاجیة داخل الشرائح الثُبِّتَت 

ع المشط  الفصل صُبَّ و . cm 1بتشكیل آبار الحقن بمسافة  الخاصّ برسم خط أفقي أسفل تَوضُّ

جُفّفَ و ص من الفقاعات الهوائیة المُتشكِّلة، للتخلُّ ر قطَّ من الماء المُ  كمِّیّة، ثمَُّ أُضیفت هالم الفصل

بعد تثبیت  صّ المقطَّر لاحقاً باستخدام ورق ترشیح بعد تصلُّب الهالم، ثُمَّ صُبَّ هالم الرَّ الماء 

 .مع تجنُّب كسر الآبار المُتشَكِّلة min 20بین الشریحتین، وأُزیلَ المشط بعد  الخاصّ  المشط

 مُثَبَّت داخلحامل  بوساطة الرحلان جهاز داخل الشریحتان تتَ بِّ ثُ و  الصبّ  قالب من الإطار لَ صِ فُ 

بنیة فُصِلت و  .الترحیل بمحلول الحامل رَ مِ غُ و ، (Bio-Rad tank- California)الفصل  خزان

م ظِّ نَ مُ ب ممزوجة min 4 مُدَّةلمائي  حَمّامباستخدام  C° 95حرارة درجة بتعریضها لالبروتینات 

 توصیل تمَّ و  أُغلِقَ الخزان .الهلامة أعلى الآبار في µl 20بمقدار  العینات حُمِّلَتو  .)1:4( العینات

 الرحلان عملیة تستمرَّ ا ، حیثV 100 ندع التیار طَ بِ ضُ و  والسالبة، الموجبة والأقطاب الطاقة دمزوِّ 

 جَ خرِ أُ و  الفصل خزان من الحامل عَ فِ رُ  وقد. مالوصول الصبغة إلى نهایة اله ولحین ، hrs 3مُدَّةل
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 حمضثلاثي كلورو  10% ،میثانول 40%( ثبیتالتَّ  محلولي ف مالاله نُقِعَ  .الشرائح بین من مالاله

في النقع  قبل ثبیت،التَّ  محلول آثار لإزالة المقطر بالماء اتة مرّ دّ عِ  لَ سِ غُ ثُمَّ ساعة،  مُدَّةل )الخل

حمض  10%میثانول و 40%في محلول  صبغة كوماسي الزرقاء 0.1%(محلول التصبیغ 

یّةثمَُّ أُزیلت الصبغة ب. بشكل واضح الحزم ظهور حتى min 30 مُدَّةل )الخل كافیة من محلول  كمِّ

 المفصولة للبروتینات الجزیئي الوزن رَ دِّ قُ و . )حمض الخل 10%میثانول و 40%(إزالة التصبیغ 

 (kDa 245-5) الجزیئي الوزن معروفةمُسبقة التصبیغ  قیاسیَّة بروتیناترحلان  مع بالمقارنة

لأوزان الجزیئیة للبروتینات ا لوغاریتم قیمتتمثَّل فیه  الَّذي القیاسي المنحني رُسِمَ  وقد .)5 الشكل(

مسافة رحلان البروتین نسبة الحركة النسبیة  تُمَثِّلو  .البروتینات لتلك النسبیة حركةمقابل ال الدَّالَّة

   .الصبغة رحلانإلى مسافة 

  
  .(BlueElf prestained protien)المستخدمة  قیاسیَّةینات الالبروت: 5الشكل 

  :وثباتیته للأنزیم حركیَّةدراسة بعض الخواص ال 2-13-3-3-

ضمن أنابیب  بشكل منفصل الركازةحُضِّن الأنزیم و : تأثیر درجة الحرارة في فعالیة الأنزیم -

 درجات لكل معاملة 5مع فاصل C̊  60- 30ضمن المجال الحراري مائي  حَمّام داخل اختبار

   . المعاملة الأنزیمیة عند درجة حرارة الفعالیّةقیست  ، ثُمَّ إتمام التفاعل قبل min 5 مُدَّةل
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مع ، C̊  70- 40مائي ضمن المجال الحراري  حَمّامحُضِّن الأنزیم داخل  :الحراري الثَّبات -

درجة  دَ الأنزیم عندبُرِّ ، ثُمَّ hrs 48و min 10تتراوح مابین  ،لفترات درجات لكل معاملة 10فاصل 

  . C° 35درجة حرارة وقیس النشاط الأنزیمي عند  حرارة الغرفة،

الحلیب خالي إلى  g/L 10-0.1 بالتراكیز الكالسیومكلورید  ضیفَ أُ  :الكالسیوم كلوریدتأثیر  -

ر الأنزیمي الحلیب تخثُّرنشاط  یسَ ، وقِ (10%) التَّكوینمُعاد  الدَّسم   . عند كل تركیز للمُحضَّ

إلى محالیل  10%- 1.5ضمن التراكیز أُضیفَ كلورید الصودیوم  :الصودیوم كلوریدتأثیر  -  

في والنشاط الحال للبروتین في محلول حلیب الفرز، ، وقِیسَ نشاط التخثر حلیب الفرز والكازئین

  . مُضاف من كلورید الصودیوم عند كل تركیزمحلول الكازئین 

ر جُفِّدت عدة أجزاء من  :pHتأثیر درجة الـ  - المُحضَّر ، ثُمَّ أعیدت إماهة يالأنزیمالمُحضَّ

كما حُضِّرت محالیل  .(pH 6-7)ودارئ الفوسفات  (pH 3-5)باستخدام دارئ السترات  الناتج

كما ، pH 5-7ضمن مجال  تخثُّرنشاط ال یسَ وقِ ، لكل معاملة ماتالركائز باستخدام ذات المُنظِّ 

   .pH 3-7مجال للبروتین ضمن  الحالّ النشاط  یسَ قِ 

درجة حرارة  عندالسابقة  الخطوةوفق  ةالمُحضَّر  ةالأنزیمی یللت المحاتُرِكَ  :pHالـ  اتجاه الثَّبات -

وقیسَت  .(hrs 48 ,24 ,2) متعدِّدةفواصل زمنیة خلال وأُخِذَت أجزاء من هذه المُحضَّرات الغرفة، 

 NaOH (0.1بإضافة رات حضَّ لأجزاء من هذه المُ  pH كما عُدِّلت قیم الـ ،المتبقِّیةالأنزیمیة  الفعالیّة

N)  أوHCl (0.1 N)  درجة الـ إلى للوصولpH  ةالنَّوعیّ  الفعالیّةت یسَ وقِ  .المثلى للنشاط الأنزیمي 

  .الدرجةاً عند هذه آنیّ المُحضَّرة لمحالیل الأنزیمیة لة لالمُسجَّ  الفعالیّةمع  بالمقارنة المتبقِّیة

دُرِسَ تأثیر تركیز عدد  :حركیَّةوتحدید بعض العوامل ال في فعالیة الأنزیم الركازةتأثیر تركیز  -

مع الحفاظ على  ة البروتیازفي فعالیّ ) الدَّسمالكازئین، حلیب الفرز، الحلیب كامل (من الركائز 

التحللیة للبروتیاز  الفعالیّةقیست  وقد .)تركیز المُحضَّر الأنزیمي المنقى(تركیز ثابت للأنزیم 

 ،)1947 ،308-306( Kunitz وفقاً لما ذكره 4%)-(0.5لكازئین من ااتجاه تراكیز مختلفة 

 التَّكوین ةعادمُ  الدَّسموالحلیب كامل حلیب الفرز یة اتجاه محالیل تخثُّر ال الفعالیّةیست كما ق

وحُدِّدَت الثوابت . )542-541، 1967(وزملاؤه  Arima وفقاً لما ذكره 25%-5 التراكیزب

تبعاً ، )Burrk)1934 ،658-666 و Lineweaver بطریقة ركازة كلاتجاه  Vmax، وKm حركیَّةال



82 
 

ومقلوب  الركازةین مقلوب تركیز العلاقة ب مُثِّلَت وقد .)Bisswanger )2011 ،28-33 لما ذكره

    .بناءً على العلاقة الناتجة Vmax، وKmسرعة التفاعل، وحُسِبَت قیم 

  :التِّجاریَّةالمقارنة بالمنفحة التطبیق العملي للأنزیم و  14-3-3-

باستخدام المُخثِّر  ة السوریةوفقاً للطریقة التقلیدیّ من حلیب الأبقار الخام صُنِّعَ الجبن الأبیض 

اً لما ذكره أبو تبع، ةعلى حد كلّ  Chr. Hansen BioRen® 97T100 التِّجاریَّةالفطري والمنفحة 

 ,Chr. Hansen) وبحسب تعلیمات الشركة المُصنِّعة للمنفحة ،)253، 2010(ة وزملاؤه غرّ 

إلى أُضیف كلورید الكالسیوم و  .C° 2± 38حیث عُدِّلت درجة حرارة الحلیب إلى  .(1-4 ,2019

 \قرص( لتر من الحلیب 1 لكل SU 5000 مُعدَّلبالمنفحة ثُمَّ أُضیفت ، g/L 1.4بنسبة الحلیب 

20 L( 3-2 مُدَّةالحلیب ل مع تحریك 1:50 بعد إذابتها في الماء بنسبة min ثمَُّ عند كل إضافة ،

نَ الحلیب یدویاً  قُطِّعَت الخثرة الناتجة .ساعة واحدة مُدَّةل C° 2± 38عند درجة حرارة  حُضِّ

تمَّ و  .قطنياش شنسیج ب فروشةمصفاة مة، وفُصِلَت الخثرة عن المصل بوساطة آلة حادَّ  استخدامب

وإعطاء الشكل  ،أكبر من المصل كمِّیّةلفصل  hrs 2 مُدَّةباستخدام ثقل مناسب لكبس الخثرة 

لحین  C° 4ظَت عند درجة حرارة ، وحُفِ للأقراص الناتجة (4%) الجافّ تملیح ال أُجريو  .المطلوب

 إجراء التقییم 
ّ
بعد تحدید نفسها لطریقة السابقة ابصُنِّعَ الجبن باستخدام المُخثِّر الفطري و  .الحسِّي

 SU 7000-3000إلى الحلیب ضمن النسب المُخثِّر  أُضیفَ  وقد .النسبة المُثلى لإضافة المُخثِّر

 بناءً على مردود الخثرة والتقییم من الحلیب، وحُدِّدَت الإضافة المثلى  L 1لكل 
ّ
عَ قُطِّ  .لها الحسِّي

مغلي الماء الداخل القطع ووضِعَت  من المنفحة والمُخثِّر الفطري الجبن المُصنَّع باستخدام كلٍ 

 ، ثُمَّ بُرِّدَت قبل تقدیمها للتقییم الحسِّ min 6 مُدَّةل
ّ
 أُجري التقییم الحسِّ . ي

ّ
من قبل فریق من  ي

 ، (American Cheese Society, 2018, 4-36)لأسلوب الجمعیة الأمریكیة للأجبان وفقاً  المُقیِّمین

مع بعض التعدیل بما یناسب نوع الجبن  ،)Costello )2009 ،62-70و Clarkووفقاً لما ذكره 

نقاط  10و، والملمس للقوام اطنق 7ونقطة للنكهة،  30و نقاط للرائحة، 7 أُعطیَت كما .جالمُنتَ 

  .للمظهر الخارجي
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   :النتائج والمناقشة 4-  

   :وغربلة العزلاتوتشخیصه عزل الفطر  1-4-

  :هوتشخیص عزل الفطر 1-1-4-

 وفقاً لما ذكره Mucoralesتبة لرُّ الفطریات تبدو علیها الصفات العامة  الَّتي تمَّ انتقاء المستعمرات

Ribes  248، 2000(وزملاؤهf(، وLackner  وزملاؤه)285، 2014f( زت بتكوین تمیَّ ، إذ

نُقلت هذه قد و . ، بالغ الارتفاعنموّ الأقطار، كثیف ال ع، مُستَدِقّ تفرِّ مُ میسیلیوم هوائي قائم، 

ة أخرى بهدف التنقیة وتحدید مرّ  د آجارو ، وسابّور المُحوَّرتشابك آجار  يالمستعمرات إلى وسط

بالإضافة إلى ، نموّ وبعض ظروف ال ة للمستعمرةالشكلیّ  شُخِّصت الخواصّ  إذ ،المزرعة خواصّ 

  . الخصائص المجهریة

أظهر الفحص المجهريّ وجود الأكیاس البوغیة بشكل كُرويّ أو شبه كُرويّ بأقطار تتراوح وقد 

 21.7 -5.5ذات أقطار 1mm على حاملات تصل بالارتفاع إلى محمولة µm 51و µm 20بین 

µm  . 34.9-11.1ترتكز الأكیاس البوغیة على عُویمدات شبه كُرویَّة بأقطار µm . وقد تبدو

، وسط غیاب للنسیج µm 30-12، وارتفاع 25.51µm-10.28أُسطوانیّة إلى كُمَّثریة الشكل بأقطار 

أسفل العویمدات، تُشاهَد العویمدات والأبواغ السبورانجیة داخل الأكیاس  (apophysis)المنتفخ 

 (septa) حور مع وجود حواجزحاملات الأكیاس البوغیة ذات تفرُّعات كاذبة الم. البوغیة بوضوح

قرب نقطة التفرُّع في أغلب الأحیان، تتكوَّن حاملات الأكیاس البوغیة على هیفات مدّادة ذات 

وتتمزَّق جدران . µm 17-13، مع تَشكُّل ضعیف لأشباه الجذور بطول µm 12.5-6.3أقطار 

ر الأبواغ السبورانجیة، وتتَّخذ الأكیاس المُمزَّقة شكل المِظَلّة،  الأكیاس البوغیة عند النضج لتُحرِّ

ثُمَّ تزول بقایا جدران الأكیاس لاحقاً لتبدو العویمدات منفردة، أو قد یتبقى بعض الأجزاء بالقرب 

الأبواغ الزیجیة كُرویَّة . µm 4.3-2.2افة بقطر الأبواغ السبورانجیة كُرویَّة صغیرة شفّ . من الحامل

  ). 6الشكل (بلون بني مُسوَدّ إلى أسود   µm 42-28.4بقطر

 .mm 3-2ظهرت المستعمرات بلون أبیض بدایةً ثم رمادي شاحب إلى رمادي، بارتفاع قد و 

درجة  ندأیام من التحضین ع 3بعد بأكمله  (cm 9)سریع إذ ملأت الطبق البیتري  نموّ زت بوتمیَّ 

على  ةكثافال منخفض نموّ ال ، بینما كان)7الشكل ( PDAآجار و دو سابور على بیئتي  C̊ 40حرارة 
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 نموّ ة للمع أفضلیّ  ،PDA 25-55 C̊على بیئة  نموّ كان المدى الحراري للو . بیئة تشابیك آجار

   .C° 55و C° 25 درجتي عندضعیف  نموّ و  C̊ 50-35ضمن المدى الحراري 

 ،)Emerson)1964 ،26f و Cooneyذكرها  الَّتيتُطابق هذه المواصفات المفاتیح التشخیصیّة 

 6بلغَ عدد العزلات المُصنَّفة  ).2000 ،95f( De Hoog و ،)Schipper )1978 ،53f ،58fو

، وشُخِّصت Rm1, Rm2, Rm3, Rm4, Rm5, Rm6عینة، أُعطیَت الرموز  45عزلات بدءاً من 

  .  Rhizomucor miehei (Cooney et Emerson) Schipperهذه العزلات ضمن النَّوع 
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ر: 6الشكل  وَّ ة اة على بیئنمَّ مُ العزلة  ،Rhizomucor mieheiفطر  مورفولوجیا حتوضِّ  (x*40 x 10)مجهریة  صُّ

تظهر العویمدات والأبواغ  ،وحاملاتها الأكیاس البوغیة: a تمُثِّل الصورةو  .C̊ 37درجة حرارة  تشابیك آجار عند

ق : b السبورانجیة داخل جدران الكیس البوغي، ر الأبواغ السبورانجیة، جدران تمزُّ تفرعات : cالأكیاس البوغیة وتحرُّ

عالجة ر مُ وَّ الصُّ  .الأبواغ الزیجیة: d ،عاریة بعد تمزّق الأكیاس البوغیة العویمداتحاملات الأكیاس البوغیة منتهیة ب

  .ImageJباستخدام برنامج 

  

a b 

c d 



86 

  

  

، وسابّورود آجار PDA (a, b, c) تيعلى بیئ Rhizomucor miehei اتمراحل تطوّر مستعمر : 7 الشكل

(d,e,f)  72 ,48 ,24خلال hrs  40درجة حرارة  ندععلى التَّوالي °C .  

a b 

c d 

e f 
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 العزلاتالكشف عن إنتاج  تمَّ  :اختبار قدرة العزلات الفطریة على إنتاج البروتیاز 2-1-4-

 تهالاشكُّل تَ  الاختبار ظهروأ ،)8الشكل ( وسط آجار الحلیبلبروتیاز بشكل أولي ضمن ل

ما یشیر إلى قدرة  ل الكازئین،تحلُّ لنتیجة  امیةالنّ المستعمرات جمیع حول  متباینة الأقطار شفّافة

 جمیع خضعأُ  وقدالإنتاج في العزلات المختلفة،  كمِّیّةن وتبایُ  ،على إنتاج البروتیاز العزلاتهذه 

 48بعد  المُتشكِّلةمتوسط أقطار الهالات  8الجدول  یُبیِّنو . الأنزیمیة الفعالیّةالعزلات لاختبار 

  .C̊ 37درجة حرارة  ساعة من التحضین عند

بعد التحضین  نموّ زوال لون بیئة آجار الحلیب نتیجة تحلل الكازئین بفعل إفراز البروتیاز في وسط ال: 8الشكل 

  .)b(ساعة  48، و)a( 24 مُدَّةل

  .المُتشكِّلةقدرة العزلات الفطریة على إنتاج البروتیاز اعتماداً على قطر الهالة : 8 جدولال

  مصدر العزلة  رمز العزلة
 SD ± المُتشكِّلةقطر الهالة متوسط 

(cm) 

Rm1  0.5 ± 7.3  )ویجة صَكُّرحَ ( دیر الزور 

Rm2  0.3 ± 6.3  )اطعكّ  ویجةحَ ( دیر الزور 

Rm3  0.4 ± 6.5  )زاراعمشتى (حمص 

Rm4 0.5 ± 7.5  )السبینة( دمشق 

Rm5 0.3± 6.1  )اللوان( دمشق 

Rm6 0.4± 6.4  )سرغایا( دمشق  

a b 
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أظهرت نتائج الاختبار غیاب  :العزلات المُنتِجة للأفلاتوكسینالكشف عن  3-1-4-

بفعل وجود  نموّ بیئة التغیُّر في لون  لجمیع العزلات، إذ لم یظهر أيّ  نموّ الأفلاتوكسین في بیئة ال

فطر  حول عدم إنتاج )1074، 2015(وزملاؤه  Amer وهذا یوافق ما أشار إلیه. الأمونیا

Rhizomucor miehei ة الأنزیم المُحضَّر للاستهلاك، إذ ما یشیر إلى صلاحیّ  ،للأفلاتوكسین

بشكل واسع في تحضیر العدید من  Rhizomucor mieheiمن  يالأنزیم المُحضَّر ستخدمیُ 

 منظمةل المشتركة جنةلّ من قبل ال 1974وقد تمَّت المصادقة علیه منذ عام  .جات الألباننتَ مُ 

ة غیر ة یومیّ وفق حصّ  الغذائیَّةضافات بالمُ  خاصّةال العالمیة الصحة مةومنظَّ  والزراعة الأغذیة

   .(Joint FAO/WHO, 1974, 34) دةحدَّ مُ 

الأنزیمیة للأنزیم  الفعالیّةاختبار  تمَّ  :وغربلة السلالات الأنزیمیة الفعالیّةاختبار  4-1-4-

رالمُ  دكستروز البطاطا مرقبوساطة السلالات المعزولة في  المُنتَج  6 مُدَّةل تخمیرالنجز وأُ  .حوَّ

النشاط و  ،الحلیب تخثُّرنشاط و  ،قیاس المحتوى البروتیني تمَّ و ، C̊ 37درجة حرارة  أیام عند

 
ّ
 یُبیِّنو  .ناتجللمستخلص الأنزیمي ال MCA/PAالبروتیولیتي، ونسبة النشاط  نشاطالو  ،النَّوعي

بوساطة  المُنتَجالفروق المعنویة للمحتوى والنشاط الأنزیمي للمستخلص الأنزیمي 9 الجدول 

بوساطة العزلة  المُنتَجالأعلى في الأنزیم  ات المدروسة الحدّ مؤشِّر وقد بلغت ال. العزلات المختلفة

Rm4  ٍالنشاط و  ،الحلیب تخثُّرنشاط و  نزیمي،المحتوى الأمن  لكل 
ّ
البروتیولیتي،  نشاطالو  ،النَّوعي

 المُنتَجبینما بلغ المحتوى والنشاط الأنزیمي الحد الأدنى في المستخلص . MCA/PAونسبة 

طة النشاط توسِّ ة بوساطة العزلات الأخرى مُ المُنتَجوكانت الأنزیمات . Rm6بوساطة العزلة 

 Rm4العزلة  بوساطة المُنتَجللأنزیم  MCA/PAونسبة النشاط  تخثُّرتفوق قیم نشاط الو . الأنزیمي

في  Rhizomucor miehei NRRL 3500بوساطة السلالة  المُنتَجقیم النشاط الأنزیمي للبروتیاز 

، Boopathy )1994 و Preethaأشار إلیها  الَّتي، هةشابِ تحت ظروف مُ  دكستروز البطاطا مرق

39( .  

وع ع الوراثي لسلالات النَّ التنوّ التباین في إنتاج الأنزیمات ما بین العزلات المختلفة إلى یعود و 

تلعبها ضمن هذه البیئات والتفاعل  الَّتيوالأدوار الوظیفیة  الطبیعیَّةالواحد والمرتبط ببیئاتها 

رات في الظروف المحیطة، ما ینعكس على واستجابتها للتغیُّ  بیئیّةالمیكروبي اتجاه العناصر ال

. (Boon et al., 2014, 90-118; Braga et al., 2016, 86-98)التعبیر الوراثي وتكوین الأنزیمات 

حقة من لإنتاج البروتیاز في المراحل اللاّ  Rm4اختیار العزلة  تمَّ  ،استناداً إلى هذه النتائجو 

  . الدراسة
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نتَجالمحتوى والنشاط الأنزیمي لأنزیمات البروتیاز : 9 جدولال
ُ
  .ة بوساطة العزلات المختلفةالم

  رمز العزلة

المحتوى 

نزیمي الأ

)(mg/mL  

 تخثُّرنشاط 

 الحلیب 

)(SU/mL 

 تخثُّرال نشاط

 نَّ ال
ّ
 وعي

SU/mg)( 

نشاط ال

  ولیتيالبروتی

PU/mL)(  

 / تخثُّرنشاط ال

نشاط ال

  ولیتيالبروتی

Rm1  2.43±0.10ac 307±15ad  126.34±1.38a 1.55±0.12a 198.06±8.05a 
Rm2 2.02±0.11cd 251±11bce 124.26±1.87a 1.28±0.10a 196.09±9.57a 
Rm3 2.29±0.14abc  287±21abd 125.33±2.14a 1.45±0.13a 197.93±4.65a 
Rm4 2.57±0.14a  327.72±17d  127.51±0.47a 1.65±0.15a 198.62±11.06a 
Rm5 1.86±0.10bd 227±13e 122.04±0.61a 1.20±0.11a 189.17±9.28a 
Rm6 2.16±0.12abcd 270±15abe 125±0.10a 1.38±0.10a 195.65±4.70a 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  ،على الأقل م

  :السائل تخمیرالأمثلة  2-4-

لالغربلة  - 1-2-4   :ة للركائزیّ الأوَّ

  :مصدر الكربون اختیار 1-1-2-4-

اختلاف المحتوى والنشاط الأنزیمي باختلاف نوع وتركیز مصدر الكربون،  10یُبیِّن الجدول  

 نَّ حیث بلغت قیم المحتوى الأنزیمي، والنشاط ال
ّ
النشاط البروتیولیتي / نشاط التخثُّر، ونسبة وعي

 1.9 دِّرت بمتوسطوقُ  g/L 40الأعلى عند إضافة الجلوكوز بتركیز  للمستخلص الأنزیمي الحدّ 

mg/mL ، 65.02و SU/mg، كما ظهر فرق معنوي واضح في قیمة  .التَّواليعلى  301.29و

 82.35و ،SU/mL 49.41بالمقارنة مع القیم  SU/mL 123.53بلغت  إذ ،الحلیب تخثُّرنشاط 

SU/mL، 99.62و SU/mL، 94.30و SU/mL  10في الأوساط ذات التراكیز g/L، 20و g/L، 

  . التَّواليعلى  g/L 50و ،g/L 30و

 بجمیعوإنتاج أنزیمات البروتیاز في الأوساط الحاویة على اللاكتوز  نموّ الفطر قادراً على الكان 

بلغت قیم المحتوى الأنزیمي،  إذ ،هو أفضل إضافة للاّكتوز g/L 20وكان التركیز  .التراكیز

 الحلیب والنشاط  تخثُّرونشاط 
ّ
خلص النشاط البروتیولیتي للمست/ تخثُّرنشاط ال، ونسبة النَّوعي

. التَّواليعلى  276.04و ،SU/mg 54.01و ،SU/mL 74.53و ،mg/mL 1.38الأنزیمي المُنتَج 

بینما كانت التراكیز الأخرى من اللاكتوز أقل تأثیراً في إنتاج الأنزیمات ونشاطها حیث انخفضت 

وقد . في الأوساط الأخرى للاّكتوز المُنتَجات المدروسة للمستخلص الأنزیمي مؤشِّر قیم جمیع ال
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من الجلوكوز  لكلٍ  المُتطرِّفةات في الأوساط ذات التراكیز مؤشِّر ظهر فرق معنوي واضح في قیم ال

  . واللاكتوز

أعلى منه  اً أنزیمی اً ونشاط اً عائد (g/L 40)أعطى الوسط الحاوي على الجلوكوز بالتركیز الأمثل و 

الأثر الأكبر  ضحویتَّ . (g/L 20)في الوسط الحاوي على اللاكتوز عند القیمة المثلى للإضافة 

ازداد نشاط  المُنتَجالأنزیم  كمِّیّةات جودة الأنزیم المُنتَج ونشاطه، فرغم تقارب مؤشِّر للجلوكوز في 

 SU/mL 123.53بلغ  إذ ،الحلیب للمستخلص الأنزیمي بشكل ملحوظ في وسط الجلوكوز تخثُّر

كما ازداد  .في المستخلص الأنزیمي الناتج عن وسط اللاكتوز SU/mL 74.53 بالمقارنة مع

 النشاط 
ّ
بلغت  فقد ،في وسط الجلوكوز النشاط البروتیولیتي/ الحلیب تخثُّرنشاط ونسبة  النَّوعي

 ،SU/mg 54.01مقارنةً مع القیم  التَّواليعلى  301.29و ،SU/mg 65.02ات مؤشِّر قیم هذه ال

   .في المستخلص الأنزیمي الناتج عن وسط اللاكتوز 276.04و

إلى عدم  تخمیرالریات في وسط كَّ یعود انخفاض إنتاج البروتیاز المرافق للتراكیز المنخفضة للسُّ و 

البروتیاز المرافق ا انخفاض إنتاج أمّ  .المطلوبة وإنتاج الأنزیمات الخلویَّةكفایتها للوصول للكتلة 

 Carbon) بنواتج هدم الكربونكبح البفقد یعود إلى ما یُعرف  ،ریاتكَّ للتراكیز المرتفعة للسُّ 

Catabolite Repression)، الحموضیشارك البروتیاز بتزوید الخلیة ب ففي حال غیاب الجلوكوز 

ونتیجةً  ،كونها مصدراً للنتروجیناقة إلى جانب الأمینیة والببتیدات لتُشكِّل مصدراً للكربون والطّ 

وارتفاع تراكیز المرتفعة  الخلویَّةلذلك فقد یحدث تثبیط لتخلیق البروتیاز في ظروف الطاقة 

إلیه  توصَّلوهذا یوافق ما  .(Sharma et al., 2017, 118; Chen et al., 2004, 496)الجلوكوز 

Beyenal  حول تثبیط إنتاج البروتیاز من فطر  )529، 1999(زملاؤه وRhizomucor miehei 

) 1074، 2015(وزملاؤه  Amerإلیه  توصَّل، وما تخمیرالبارتفاع تركیز الجلوكوز في وسط 

  .تخمیرالبزیادة تراكیز الجلوكوز واللاكتوز في أوساط 

الجلوكوز واللاكتوز إلى اختلاف  حالتي من في كلٍ  الهدميكبح الویُعزى اختلاف تركیز عتبة 

 بعض تشكیل لعدِّ تُ  إشارات السكریات نتجتُ إذ . ي لهذه المصادر في إنتاج البروتیازالتَّنظیمالأثر 

ضة للكبح عبر مسارات مختلفة عرَّ عبیر عن الجینات المُ ر بدورها في التّ تؤثِّ  الَّتي البروتینات

(Gancedo, 1998, 334).  
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ن الجلوكوز كمصدر للكربون إلى درجة إتاحته المرتفعة وسهولة استقلابه، ما یؤمِّ ق یعود تفوُّ و 

ل نموّ المادة اللازمة لل لوهذا یوافق ما  .ي وإنتاج الأنزیماتالأوَّ وزملاؤه  De limaإلیه  توصَّ

)2008 ،580f(، و Amer وزملاؤه)ق الجلوكوز على اللاكتوز في حول تفوُّ  )1074، 2015

  . Rhizomucor mieheiتحفیز إنتاج البروتیاز من 

  . Rhizomucor miehei البروتیاز من إنتاجتأثیر مصدر الكربون في  :10جدول ال

المصدر 
  الكربوني

المحتوى 
نزیمي الأ 
)(mg/mL  

 تخثُّرنشاط 
 الحلیب 

)(SU/mL 

 تخثُّرال نشاط
 
ّ
 النَّوعي
SU/mg)( 

نشاط ال
  ولیتيالبروتی

PU/mL)(  

 /تخثُّرنشاط ال
نشاط ال

  ولیتيالبروتی

   جلوكوز

10 g/L 1.20±0.01ab  49.41±1.43af  41.18±1.20ad 0.19±0.01a 260.05±8.74ac 

20 g/L  1.37±0.01a 82.35±6.11bc 60.11±5.69bc 0.30±0.05b 274.50±36.92ab 
30 g/L 1.62±0.03ac 99.62±9.73c 61.49±6.89bc 0.35±0.04c 284.63±6.78bde 
40 g/L 1.90±0.04c 123.53±13.98d 65.02±8.47c 0.41±0.05d 301.29±3.80e 
50 g/L 1.64±0.02ac 94.30±8.83ce 57.50±6.62bc 0.35±0.04c 269.43±7.97adf 
   لاكتوز
10 g/L 1.34±0.01ab 66.84±1.32ab 49.88±0.87ab 0.25±0.03e 267.36±7.67adf 
20 g/L  1.38±0.01a 74.53±1.55be 54.01±1.04bcd 0.27±0.03be 276.04±6.35ad 
30 g/L 1.20±0.01ab 42.12±2.55fj 35.10±2.59a 0.16±0.01a 263.25±0.73af 
40 g/L 1.20±0.01ab 39.55±0.71fj 32.96±0.45a 0.15±0.01a 263.67±18.25af 
50 g/L 0.90±0.01b 25.40±0.49j 28.22±0.33a 0.1±0.007f 254.00±29.28cf 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م

   :المصدر النتروجیني اختیار - 2-1-2-4

 g/L 40تركیز الب كمصدر للكربون، وأُضیف الجلوكوز فقد تمَّ اعتماد ،النتائج السابقةعلى  بناءً 

ناتإلى  الكازئین،  استُبدِل، نوع وتركیز المصدر النتروجینيختبار ولا .تخمیرالوسط  مكوِّ

 على حدة أضیفت كلٌّ  وقد ،تخمیرالوسط  بسلفات الأمونیوم فيومستخلص الخمیرة، والببتون 

   .g/L 50 ,40 ,30 ,20 ,10تراكیز الب

قدرة الفطر على استهلاك المصادر النتروجینیة المختلفة، كما یظهر الأثر  11یُبیِّن الجدول و 

 
ّ
في تحفیز إنتاج البروتیاز ونشاطه إذ ازداد المحتوى والنشاط  العضویَّةللمصادر  الإیجابي
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الأنزیمي بإضافة جمیع المصادر عند النسب المثالیة للإضافة بما یفوق النشاط الناتج عن 

  . (1999) وزملاؤه Sekerأشار إلیه  الَّذي تخمیرالاستخدام سلفات الأمونیوم في وسط 

بالمقارنة مع  في تحفیز إنتاج البروتیاز العضویَّةق المصادر إلى تفوُّ  أشار العدید من الباحثین

 ;Siala et al., 2012, 4f; Okpara et al., 2019, 49f) العضویَّةاستخدام المصادر غیر 

Benluvankar et al., 2016, 23f; Elgammal et al., 2020, 342f, Mamo et al., 2020, 

578ff). تمیل الأملاح النتروجینیة لتغییر قیم الـ  إذpH،  ویَنتُج عن استقلاب سلفات الأمونیوم

ر من الدرجة المثلى غیِّ ، ما قد یُ (Stanbury et al., 2016, 227) تخمیرالأثر حامضي في وسط 

لوهذا یوافق ما . وإنتاجه للأنزیم الفطري نموّ لل  )118f، 2013(وزملاؤه  Khademiإلیه  توصَّ

غیر بإضافة المصادر النتروجینیة  Rhizomucor mieheiحول انخفاض إنتاج البروتیاز من 

  .   العضویَّة

یّةالكازئین في تحفیز إنتاج البروتیاز ونشاطه، فرغم تقارب  أهمِّیَّةوتظهر  فاقت  المُنتَجالأنزیم  كمِّ

القیم الحاصلة عند  (g/L 10)ات جودة الأنزیم عند إضافة الكازئین بالتركیز الأمثل مؤشِّر قیم 

 369.72ات مؤشِّر بلغت قیم هذه ال وقد. التراكیز عند جمیعإضافة المصادر النتروجینیة الأخرى 

SU، 171.17 SU/mg، 543.71  ٍالحلیب، والنشاط  تخثُّرمن نشاط  لكل 
ّ
نشاط ، ونسبة النَّوعي

  . التَّواليالنشاط البروتیولیتي على  /تخثُّرال

على  g/L 20و g/L 10من مستخلص الخمیرة والببتون  المثلى لإضافة كلٍ  التراكیزكما كانت 

قت قیم . التَّوالي الحلیب عند إضافة الببتون  تخثُّرات المحتوى الأنزیمي ونشاط مؤشِّر وقد تفوَّ

 اتمؤشِّر هذه البلغت قیم و  ،بالتركیز الأمثل على القیم الناتجة عند إضافة مستخلص الخمیرة

2.30 mg/mL 157.16و SU/mL  1.92، بینما بلغت هذه القیم عند إضافة الببتون التَّواليعلى 

mg/mL 138.20و SU/mL  قت في المقابل كما تفوَّ . عند إضافة مستخلص الخمیرة التَّواليعلى

 ات النشاط مؤشِّر قیم 
ّ
النشاط البروتیولیتي عند إضافة مستخلص /نشاط التخثرونسبة  النَّوعي

 71.98ات مؤشِّر بلغت قیم هذه ال إذ ،الأمثل على القیم الناتجة عند إضافة الببتون الخمیرة بالتركیز

SU/mg 70.50بلغت هذه القیم عند بینما ، عند إضافة مستخلص الخمیرة التَّواليعلى   460.76و 

SU/mg إضافة الببتون عند التَّواليعلى 259.59 و.  
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بإغناء  Rhizomucor mieheiنشاط تخثر الحلیب لبروتیاز  إلى ارتفاع أشار العدید من الباحثین

 ,.Preetha and Boopathy, 1994, 40; Thakur et al) المقشودمسحوق الحلیب ب تخمیرالوسط 

1990a, 19; Foda et al., 2012, 583f)، والكازئین (Silveira et al., 2005, 934; Foda et al., 

2012, 583f)،  في  فةستهدَ الم الركازةوجود ویعود ذلك إلى تحفیز إفراز البروتیاز ونشاطه بفعل

  .تخمیرالوسط 

المصادر  جمیعات الأنزیمیة بالانخفاض بالتوازي مع الزیادة في نسب إضافة مؤشِّر أخذت قیم ال

إلى حدوث g/L 50 و g/L 40 بالتراكیزوقد أدَّت إضافة مستخلص الخمیرة والببتون . النتروجینیة

  . تخمیرالتثبیط كامل لإنتاج البروتیاز في وسط 

إتاحته و تركیز المصدر النتروجیني  في زیادةلل المرافقالنشاط الأنزیمي انخفاض الإفراز و ر فسَّ یُ و  

ات استحثاث أو م عادة بآلیّ نظَّ رة للأنزیمات اللازمة لاستهلاك النتروجین تُ شفِّ الجینات المُ  بأنَّ 

 Nitrogen) النتروجین بنواتج هدمكبح العرف بآلیة رئیسیة تُ  تحكُّمة تخضع لآلیّ  صةتخصِّ تحفیز مُ 

Catabolite Repression)،  ّعند ظروف تحدید  مرتفعةر بمستویات عبِّ ة فالجینات تُ وتبعاً لهذه الآلی

إلى إعطاء  یؤدِّيه فإنَّ  ،لة من النتروجینفضَّ مُ بوجود مصادر جاهزة و  نموّ ا الأمّ  .النتروجین فقط

ویمكن بذلك حفظ  .(Marzluf, 1997, 17)لة إشارة لإیقاف التعبیر الجیني للأنزیمات المحلِّ 

 Berger) تاحةلمُ لة أو افضَّ حتى استهلاك المصادر المُ  "فة الاستقلابكلِ مُ "المصادر النتروجینیة 

et al., 2008, 1386)، الفطریاتالعدید من أنواع الظاهرة في  تنتشر هذه إذ (Marzluf, 1997, 

لما  تُشابهوهذه النتائج  .(17-32  Silveiraو ،)Barnett )1995، 697و Escobar إلیه توصَّ

الاستقلابي  التَّثبیطحول ظهور  ،)579f، 2008(وزملاؤه De Lima و ،)934، 2005(وزملاؤه 

  .بارتفاع تراكیز المصدر النتروجیني
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   .  السائل تخمیربال Rhizomucor mieheiالبروتیاز من  إنتاجالنتروجین في  تأثیر: 11 جدولال

المصدر 

  النتروجیني

المحتوى 

 نزیميالأ 

)(mg/mL  

 تخثُّرنشاط 

  الحلیب
 )(SU/mL 

 تخثُّرال نشاط

 
ّ
 النَّوعي

SU/mg)( 

نشاط ال

 ولیتيالبروتی

PU/mL)(  

 /تخثُّرنشاط ال

نشاط ال

  ولیتيالبروتی

سلفات 

  الأمونیوم
1.90±0.04ab 123.53±13.98ai 65.02±8.47ae  0.41±0.05a  301.29±3.80a 

   كازئین

10 g/L 2.16±0.04ab 369.72±21.97b 171.17±7.17b 0.68±0.06b 543.71±22.33b  
20 g/L  2.13±0.05ab 343.14±21.54c 161.10±6.71b 0.64±0.07b  536.16±35.76b 

30 g/L 2.11±0.04ab 307.02±18.42d 145.51±6.43c 0.90±0.10c 341.13±24.97c 

40 g/L 1.90±0.04ab 162.04±8.2e 85.28±3.94d 1.20±0.10d 135.03±6.29d 
50 g/L 1.82±0.04b 157.89±14.73e 86.75±6.59d 1.40±0.17e 112.78±4.55e 

مستخلص 

  الخمیرة
 

10 g/L 1.92±0.04ab 138.20±6.9a 71.98±3.63ae 0.30±0.01f 460.76±10.82f 

20 g/L  1.2±0.01c 65.54±4.11f 54.62±4.24af 0.23±0.02g 284.96±9.85g 

30 g/L 0.98±0.01c 30±1.57g 35.71±3.01g 0.20±0.01g 175±1.28h 
40 g/L 0.92±0.01c 0h 0h 0.03±0.01h 0i 
50 g/L 0.92±0.01c 0h 0h 0.02±0.01h 0i  

   ببتون

10 g/L 2.10±0.04ab 106.29±5.72i 53.00±3.36f 0.28±0.01f 397.46±8.83j 

20 g/L  2.30±0.05a 157.16±7.11e 70.50±3.25e 0.58±0.05i 279.59±16.87g 
30 g/L 2.15±0.04ab 122.54±6.32ai 59.32±3.44af 0.46±0.03j 277.26±6.17g 
40 g/L 0.90±0.01c 0h 0h 0.03±0.01h  0i 
50 g/L 0.87±0.01c 0h 0h 0.03±0.01h 0i 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م

امیة بوجود مستخلص الخمیرة، إذ النّ للمزارع  الحیویَّةالكتلة  ملحوظ في رتفاعاجدُر الإشارة إلى تَ و 

لت أعلى قیمة للكتلة g/L 30التركیز عند  "g/L 17" سُجِّلَت أعلى قیمة  8.2" الحیویَّة، بینما سُجِّ

g/L"  10بتركیز في المزارع الحاویة على الكازئین g/L. الجمع بین تأثیر فقد اختبُِرَ  لذا

ج عن نتُ ولم یَ  .g/L 40ة نسب، وبوجود الجلوكوز بتركیز وفق عدّ  مستخلص الخمیرة والكازئین

   ).جةالبیانات غیر مُدرَ (إنتاج البروتیاز  تحسین في التراكیب المدروسة للمصدرین أي أثر معنوي
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  :السَّطحیَّةجیة الاستجابة باستخدام منهالسائل  تخمیرالأمثلة ظروف  - 2-2-4

لبناءً على نتائج الغربلة  ، والكازئین اختیار الجلوكوز كمصدر كربوني فقد تمَّ  ،للركائزة یّ الأوَّ

 (g/L 18 ,14 ,10 ,6 ,2)و، (g/L 50 ,45 ,40 ,35 ,30)تراكیز البنتروجیني، وأضیفت مصدر ك

   .ضمن معاملات التصمیم الإحصائي التَّواليعلى 

تمَّ الحصول على  إذللمعاملات المختلفة،  ات الأنزیمیة المُقاسةمؤشِّر قیم ال 12الجدول  نبیِّ یُ و 

على  22، و36الحلیب من خلال المعاملات  تخثُّرأعلى قیم للمحتوى البروتیني، ونشاط 

 للبروتین للمستخلص الأنزیمي، وأقل نشاط  الحالّ ، كما ظهرت أقل قیمة للنشاط التَّوالي
ّ
 نوعي

قت قیم بعض فقد تفوَّ  ،من جهة أخرىو  .التَّواليعلى  3، و35حال للبروتین عند المعاملتین 

ات المُقاسة في مؤشِّر مع قیم ال 34، و33، و32وتقاربت قیم أخرى في المعاملات  ،اتمؤشِّر ال

في هذه  تخمیرما یشیر إلى تباین تأثیر ظروف ال ،(36 ,35 ,22 ,3)المعاملات آنفة الذكر 

  .إلى آخر مؤشِّرات من مؤشِّر ال

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



96 
 

  .الخاصّ بالتخمیر السَّائل الإحصائيللتصمیم  التجریبیَّةالنتائج  :12الجدول 

 رقم
  المعاملة

 المحتوى
 الأنزیمي

)(mg/mL  

 تخثُّر نشاط
 MCA الحلیب

)(SU/mL 

 تخثُّرال نشاط
 
ّ
 النَّوعي

SU/mg)( 

 الحالّ  النشاط
 PA للبروتین

PU/mL)(  

 الحالّ  النشاط
 
ّ
 النَّوعي

PU/mg)(  

 /تخثُّرال نشاط
 الحالّ  النشاط

 للبروتین
MCA/PA)( 

1 1.01 66.11 65.46 0.92 0.91 71.86 
2 1.50 151.72 101.15 1.23 0.82 123.35 
3 1.51 137.22 90.87 1.01 0.67 135.86 
4 2.31 471.32 204.03 2.44 1.06 193.16 
5 2.11 371.66 176.14 1.70 0.81 218.62 
6 2.72 720.02 264.71 3.11 1.14 231.52 
7 2.25 450.41 200.18 2.57 1.14 175.26 
8 2.90 831.23 286.63 3.41 1.18 243.76 
9 1.60 111.42 69.64 1.13 0.71 98.60 

10 2.09 334.00 159.81 2.25 1.08 148.44 
11 1.79 172.56 96.40 1.43 0.80 120.67 
12 2.20 420.12 190.96 2.90 1.32 144.87 
13 2.13 369.38 173.42 1.60 0.75 230.86 
14 2.41 621.00 257.68 3.10 1.29 200.32 
15 2.29 437.45 191.03 2.60 1.14 168.25 
16 2.96 851.30 287.60 3.43 1.16 248.19 
17 0.82 72.91 88.91 0.97 1.18 75.16 
18 2.01 311.74 155.09 1.95 0.97 159.87 
19 1.15 111.92 97.32 1.22 1.06 91.74 
20 2.41 512.62 212.71 2.92 1.21 175.55 
21 2.10 409.13 194.82 2.10 1.00 194.82 
22 3.22 1113.22 345.72 3.74 1.16 297.65 
23 2.13 437.57 205.43 2.27 1.07 192.76 
24 3.59 921.16 256.59 2.94 0.82 313.32 
25 1.10 91.33 83.03 1.02 0.93 89.54 
26 1.80 182.41 101.34 1.45 0.81 125.80 
27 1.94 191.57 98.75 1.52 0.78 126.03 
28 2.30 482.26 209.68 2.41 1.05 200.11 
29 2.11 435.76 206.52 2.11 1.00 206.52 
30 3.22 775.11 240.72 3.09 0.96 250.84 
31 2.09 462.09 221.10 2.13 1.02 216.94 
32 3.51 943.47 268.79 3.45 0.98 273.47 
33 3.69 920.98 249.59 3.71 1.01 248.24 
34 3.70 950.36 256.85 3.85 1.04 246.85 
35 0.27 0.00 0.00 0.30 1.11 0.00 
36 3.90 1065.38 273.17 4.51 1.16 236.23 
37 1.60 151.90 94.94 3.10 1.94 49.00 
38 3.19 662.25 207.60 2.49 0.78 265.96 
39 2.87 431.15 150.23 2.43 0.85 177.43 
40 2.90 615.66 212.30 2.51 0.87 245.28 
41 2.10 276.24 131.54 2.01 0.96 137.43 
42 3.11 310.99 100.00 2.71 0.87 114.76 
43 0.57 61.89 108.58 0.93 1.63 66.55 
44 2.31 475.20 205.71 2.28 0.99 208.42 
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ات الاستجابة لأمثلة ظروف عملیة إنتاج البروتیاز، ما یقابل مؤشِّر عائد وجودة الأنزیم  دّ عَ یُ 

الحلیب، مع  تخثُّرالأنزیمي، وأعلى نشاط لالحصول على أعلى محتوى بروتیني في المستخلص 

ات المُحدِّدة لجودة مؤشِّر ن الاللبروتین، إذ تُمثِّل الأخیرت الحالّ أقل ظهور محتمل للنشاط 

 متعدِّدةباستخدام تقنیة الأمثلة  السَّطحیَّةفقد أُجریت منهجیة الاستجابة  بناءً على ذلكو . البروتیاز

  تخثُّر، باختیار نشاط ال(Multi-response Optimization)الاستجابة 
ّ
، ونسبة (spMCA) النَّوعي

MCA/PA ِّق أعلى قیمة لكلٍ حقِّ بما یُ  ات المدروسة،مؤشِّر رات استجابة مُعبِّرة عن باقي ال، كمتغی 

  . معاً  ینمؤشِّر من ال

ن العلاقة بین أعطت نتیجة التحلیل الإحصائي للنتائج معادلتین من الدرجة الثانیة تبُیِّ وقد 

  . )2، و1المعادلتین (ات الاستجابة والعوامل المُرمَّزة مؤشِّر 

(1): spMCA= - 4498 + 9.36 X1 + 83.6 X2 + 401 X3 + 59.7 X4  + 62.6 X5 – 0.0506 X1
2 

- 0.961 X2
2 - 25.49 X3

2 - 0.72 X4
2 – 2.148 X5

2+ 0.0384 X1*X2 - 0.006 X1*X3 - 
0.0341 X1*X4 – 0.0308 X1*X5 - 1.99 X2*X3 + 0.138 X2*X4 – 0.196 X2*X5 -
 0.48 X3*X4 + 0.26 X3*X5 – 0.256 X4*X5 

(2): MCA/PA = -3915 + 9 X1 + 94.9 X2 + 357 X3 + 36.9 X4 + 17.1 X5 – 0.0562 X1
2 -

 1.101 X2
2 - 22.52 X3

3  - 0.362 X4
2 – 1.898 X5

2 + 0.0555 X1*X2 - 0.009 X1*X3 –
 0.0644 X1*X4 + 0.0942 X1*X5 - 1.84 X2*X3 - 0.001 X2*X4 + 0.130 X2*X5 -
 0.62 X3*X4        + 1.74 X3*X5 + 0.034 X4*X5 

تركیز الكربون، و ، pHدرجة الـ و درجة الحرارة، و ، تخمیرالزمن  هي X1، X2، X3، X4، X5 بحیث

نتائج تحلیل التباین لدلالات العوامل  15، و13ن ن الجدولابیِّ ویُ . التَّواليوتركیز النتروجین على 

  تخثُّرمن معادلة نشاط ال رة وتفاعلها لكلٍ المؤثِّ 
ّ
 كانت وقد .التَّواليعلى  MCA/PA، ونسبة النَّوعي

 أقل من MCA/PAونسبة  تخثُّرمن نشاط ال لكلٍ  بمعادلتي الانحدار خاصّةال )(P الاحتمالیّةقیم 

العوامل في ) ات المدروسةتغیِّر المُ ( كَكُل المُستقلّةلعوامل لالأثر المعنوي ما یشیر إلى  ،0.05

  ). رات الاستجابةتغیِّ مُ ( التابعة

 ،0.05 أقل من pHوالـ ودرجة الحرارة، من الزمن،  لكلٍ  الاحتمالیّةأنَّ قیم  13یُبیِّن الجدول و 

 هناك تأثیر وبالتالي 
ّ
  تخثُّرفي نشاط الات المتغیِّر لهذه  معنوي خَطِّي

ّ
 هكما كان لتربیع هذ .النَّوعي

  تخثُّرفي نشاط الأثر معنوي  واملالع
ّ
ات المتغیِّر بهذه  خاصّةال الاحتمالیّةإذ كانت قیم  ،النَّوعي

  تخثُّرفي نشاط ال دید لهذه العواملما یشیر إلى التأثیر الشَّ  ،0.05 منأقل 
ّ
  . النَّوعي
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 ما یعني أنه لیس لهذین العاملین ،0.05أكبر من  ،والنتروجین لكربون،ل الاحتمالیّةقیم كانت و 

 تأثیر 
ّ
  تخثُّرفي نشاط المعنوي  خَطِّي

ّ
 العاملینمن  كلٍ مربع ل الاحتمالیّةبینما كانت قیم  ،النَّوعي

  تخثُّرفي نشاط ال املینالع ین، ما یشیر إلى الأثر المعنوي لتربیع هذ0.05 منأقل 
ّ
لذا ، النَّوعي

  تخثُّرنشاط الو هذین العاملین من  كلٍ بین  تأخذ العلاقة ما
ّ
یظهر أثر ولم  .شكلاً مُنحنیاً  النَّوعي

  تخثُّرنشاط الفي  فیما بینها المُستقلّةات المتغیِّر لتفاعل  معنوي
ّ
  .النَّوعي

في نسبة  pHوالـ  ودرجة الحرارة، من الزمن، لكلٍ  اً معنوی اً خَطِّیّ  اً أنَّ هناك تأثیر  15ن الجدول یبیِّ و  

نشاط تأثیر معنوي في نسبة  كما كان لتربیع هذه العوامل .للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرنشاط ال

نشاط نسبة في  دید لهذه العوامل، ما یشیر إلى التأثیر الشَّ للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرال

 تأثیر لنتروجین ل لم یكنو . للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرال
ّ
في نسبة نشاط معنوي  خَطِّي

نسبة في  تأثیر معنوي النتروجینلتربیع  كانومن جهة أخرى ، للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرال

نسبة نشاط و  ، لذا تأخذ العلاقة ما بین هذا العاملللبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرنشاط ال

 تأثیر كربون لل ولم یكن.  مُنحنیاً شكلاً  النشاط الحالّ للبروتین/التخثُّر
ّ
معنوي، كما لم یكن  خَطِّي

، ما یشیر إلى عدم للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرفي نسبة نشاط المعنوي  لتربیع هذا العامل أثر

أثر  أيّ ولم یظهر  .للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرنشاط الالتأثیر المعنوي لهذا العامل في نسبة 

  . للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرفي نسبة نشاط ال فیما بینها المُستقلّةات المتغیِّر معنوي لتفاعل 

 نَّ ال تخثُّرمن نشاط ال كلٍ ل بمعادلتي الانحدار خاصّةال R2)( معامل التحدید كانت قیمو 
ّ
، ونسبة وعي

ما یعني أنَّ العوامل ، التَّواليعلى  90.54%و ،90%للبروتین  الحالّ النشاط /تخثُّرنشاط ال

كانت قیم و  .ة هذهامل التابعو من التباین في الع 90.54%، و90%مسؤولة عن  المُستقلّة

  تخثُّرمن نشاط ال المعیاري لكلٍ  الانحراف
ّ
للبروتین  الحالّ النشاط /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

ع المعیاري المنخفضة هذه إلى قرب توزُّ  الانحراف، وتشیر قیم التَّواليعلى  30.72و 33.59

 خاصّةال (Lack-of-Fit)نقص التطبیق ل الاحتمالیّةكما كانت قیم  .المتوسطالقیم المُقاسة من 

  تخثُّرمن نشاط ال كلٍ ل بمعادلتي الانحدار
ّ
للبروتین  الحالّ النشاط /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

 المُستقلّةالعلاقة بین العوامل  في تحدیدمعادلتي الانحدار  كفاءة یؤكِّدما  ،0.05أكبر من 

   .والعوامل التابعة
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  تخثُّرمن نشاط ال كلٍ یمكن اختزال معادلتي الانحدار لو 
ّ
النشاط /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

وصولاً إلى أقل عدد من  ،وإعادة تحلیل الانحدار ،الأقل معنویة المتغیِّر، بحذف للبروتین الحالّ 

أي إبقاء العوامل (سلسل الهرمي لمعادلة الانحدار المعنویة، مع الحفاظ على التَّ ات غیر المتغیِّر 

) إن كان لتربیع هذه العوامل أو تفاعلها أثر معنوي في المعادلة ،ة غیر المعنویةخَطِّیّ ال

(Crawley, 2007, 327; Minitab Inc, n.d, para 5). أعطت عملیة الاختزال المعادلتین  وقد

  :الآتیتین

sp MCA = -4044 + 9.20 X1 + 80.0 X2 + 304.3 X3 + 57.7 X4 + 43.63 X5 - 0.0506 X1
2 -

 0.961 X2
2 - 25.49 X3

2 - 0.720 X4
2 - 2.148 X5

2          (3). 
 
MCA/PA = -2566 + 8.41 X1 + 76.5 X2 + 230.3 X3 + 33.49 X5 - 0.0483 X1

2 -
 0.920 X2

2 - 17.99 X3
2 - 1.615 X5

2        (4). 

 ، وتركیزpHدرجة الـ و درجة الحرارة، و ، تخمیرالزمن  هي X1، X2، X3، X4، X5 إنَّ  بحیث

     .التَّواليعلى  يالنتروجینالمصدر  ، وتركیزيالكربونالمصدر 

 تخثُّرنشاط المن  لكلٍ  المُختزَلةتحلیل التباین لمعادلتي الانحدار  19و 17الجدولان  یُبیِّنو 

 
ّ
تأثیر العوامل  20و 18ن الجدولا یُبیِّنكما  .للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرونسبة نشاط ال، النَّوعي

  تخثُّرنشاط الفي 
ّ
وفق معادلتي  التَّواليعلى  للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

من  كلٍ ل المُختزَلة الانحداربمعادلتي  خاصّةال معامل التحدید كانت قیموقد . لتینختزَ الانحدار المُ 

  تخثُّرنشاط ال
ّ
على  84.94%و ،87.34%للبروتین  الحالّ النشاط /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

من التباین في  84.94%و، 87.34%مسؤولة عن  المُستقلّةما یعني أنَّ العوامل ، التَّوالي

  تخثُّرمن نشاط ال المعیاري لكلٍ  الانحرافكانت قیم و  .المعادلةة وفق هذه امل التابعو الع
ّ
، النَّوعي

 الانحرافوتشیر قیم  .التَّواليعلى  31.17و 31.34 للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرونسبة نشاط ال

 الاحتمالیّةكما كانت قیم  .المتوسطع القیم المُقاسة من زُّ المعیاري المنخفضة هذه إلى قرب تو 

  تخثُّرشاط اللن المُختزَلة الانحدار بمعادلة خاصّةنقص التطبیق الل
ّ
ما  ،0.05من  أكبر النَّوعي

   .والعوامل التابعة ،ةستقلّ العلاقة بین العوامل المُ  في تحدید هذه الانحدار معادلة كفاءة یؤكِّد
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 الحلیب  تخثُّرلمعادلة الانحدار لنشاط  تحلیل التباین 13:الجدول 
ّ
نتَجللبروتیاز  النَّوعي

ُ
  .السائل تخمیربال الم

  المصدر

 درجة

  الحریة

DF 

مجموع مربع 

الانحرافات عن 

  المتوسط

Adj SS 

متوسط مجموع 

مربع الانحرافات 

  عن المتوسط

Adj MS 

  فیشر مؤشِّر

F-Value 

  الاحتمالیّة قیم

P-Value 

 0.000 9.43 10639.7 223435 21 الانحدار
مُكرَّراتال  1 15976 15976.2 14.16 0.001 

خَطِّيّ الالتأثیر   5 191698 38339.5 33.98 0.000 
 0.000 74.25 83772.0 83772 1 الزمن

 0.007 8.74 9865.7    9866 1 الحرارة
pH 1 97739 97739.5 86.63 0.000 

 0.871 0.03 30.3 30 1 الكربون
 0.617 0.26 290.1 290 1 النتروجین

 0.009 4.09 4609.6 23048 5 تأثیر تربیع العوامل
الزمن*الزمن  1 13604 13603.6 12.06 0.002 
الحرارة*الحرارة  1 9230 9230.3 8.18 0.009 

pH*pH 1 10394 10394.2 9.21 0.006 
الكربون*الكربون  1 5178 5178.2 4.59 0.043 
النتروجین*النتروجین  1 18893 18892.8 16.74 0.000 

الاتجاه ثنائي التفاعل  10 6607 660.7 0.59 0.808 
الحرارة*الزمن  1 681 681.2 0.60 0.445 

pH* الزمن   1 1 0.7 0.00 0.981 
الكربون*الزمن  1 535 534.5 0.47 0.498 
النتروجین*الزمن  1 280 280.1 0.25 0.623 

pH* الحرارة   1 3174 3173.7 2.81 0.108 
الكربون*الحرارة  1 381 380.9 0.34 0.567 
النتروجین*الحرارة  1 492 492.3 0.44 0.516 

pH* الكربون   1 187 187.4 0.17 0.688 
pH* النتروجین   1 36 35.7 0.03 0.860 

النتروجین* الكربون  1 841 840.9 0.75 0.397 
 - - 1128.3 24822 22 الخطأ

التطبیق نقص  21 24796 1180.8 44.73 0.117 
النقي الخطأ  1 26 26.4 - - 

 - - - 248257 43 المجموع
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 الحلیب  تخثُّرتأثیر العوامل المدروسة في نشاط : 14 لجدولا
ّ
نتَجللبروتیاز  النَّوعي

ُ
   .السائل تخمیربال الم

  التأثیر  العامل
معامل 

  الانحدار

الخطأ 

المعیاري 

  للمعامل

 T قیم

 قیم

  الاحتمالیّة

P-Value  

معامل 

تضخم 

 التباین

VIF 

  0.000 10.21 27.7 282.8 -  الثابت
مُكرَّراتال        

1  29.56 7.86 3.76 0.001 1.91 
 1.00 0.000 8.62 10.6 91.5 183.1 الزمن

 1.00 0.007 2.96 10.6 31.4 62.8 الحرارة

pH 197.7 98.9 10.6 9.31 0.000 1.00 

 1.00 0.871 0.16 10.6 1.7 3.5 الكربون

 1.00 0.617 0.51 10.6 5.4 10.8 النتروجین

الزمن*الزمن  -233.3 -116.6 33.6 -3.47 0.002 1.73 
الحرارة*الحرارة  -192.1 -96.1 33.6 -2.86 0.009 1.73 

pH*pH -203.9 -102.0 33.6 -3.04 0.006 1.73 
الكربون*الكربون  -143.9 -72.0 33.6 -2.14 0.043 1.73 
النتروجین*النتروجین  -274.9 -137.5 33.6 -4.09 0.000 1.73 
الحرارة*الزمن  36.9 18.5 23.8 0.78 0.445 1.00 

pH* الزمن   -1.1 -0.6 23.8 -0.02 0.981 1.00 

الكربون*الزمن  -32.7 -16.3 23.8 -0.69 0.498 1.00 

النتروجین*الزمن  -23.7 -11.8 23.8 -0.50 0.623 1.00 

pH* الحرارة   -79.7 -39.8 23.8 -1.68 0.108 1.00 
الكربون*الحرارة  27.6 13.8 23.8 0.58 0.567 1.00 
النتروجین*الحرارة  -31.4 -15.7 23.8 -0.66 0.516 1.00 

pH* الكربون   -19.4 -9.7 23.8 -0.41 0.688 1.00 
pH* النتروجین   8.5 4.2 23.8 0.18 0.860 1.00 

النتروجین* الكربون  -41.0 -20.5 23.8 -0.86 0.397 1.00 
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نتَجللبروتیاز  MCA/PAلمعادلة الانحدار لنسبة  تحلیل التباین 15:الجدول 
ُ
  .السائل تخمیربال الم

  المصدر

 درجة

  الحریة

DF 

مجموع مربع 

الانحرافات عن 

 المتوسط
Adj SS 

متوسط مجموع 

مربع الانحرافات 

  عن المتوسط

Adj MS 

  فیشر مؤشِّر

F-Value 

  الاحتمالیّة قیم

P-Value 

 0.000 10.02 9459 198641 21 الانحدار
مُكرَّراتال  1 13205 13205 13.99 0.001 

خَطِّيّ ال تأثیرال  5 159423 31885 33.78 0.000 
 0.000 51.11 48245 48245 1 الزمن

 0.007 8.91 8407 8407 1 الحرارة
pH 1 101650 101650 107.70 0.000 

 0.644 0.22 207 207 1 الكربون
 0.336 0.97 914 914 1 النتروجین

 0.002 5.71 5391 26954 5 تأثیر تربیع العوامل
الزمن*الزمن  1 16753 16753 17.75 0.000 
الحرارة*الحرارة  1 12113 12113 12.83 0.002 

pH*pH 1 8111 8111 8.59 0.008 
الكربون*الكربون  1 1310 1310 1.39 0.251 
النتروجین*النتروجین  1 14750 14750 15.63 0.001 

الاتجاه ثنائي التفاعل  10 10755 1076 1.14 0.379 
الحرارة*الزمن  1 1419 1419 1.50 0.233 

pH* الزمن   1 1 1 0.00 0.970 
الكربون*الزمن  1 1914 1914 2.03 0.168 
النتروجین*الزمن  1 2618 2618 2.77 0.110 

pH* الحرارة   1 2712 2712 2.87 0.104 
الكربون*الحرارة  1 0 0 0.00 0.996 
النتروجین*الحرارة  1 217 217 0.23 0.637 

pH* الكربون   1 311 311 0.33 0.572 
pH* النتروجین   1 1548 1548 1.64 0.214 

النتروجین* الكربون  1 15 15 0.02 0.902 
 - - 944 20765 22 الخطأ

التطبیق نقص  21 20764 989 1014.97 0.025 
النقي الخطأ  1 1 1 - - 

 - - - 219406 43 المجموع
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نتَجللبروتیاز  MCA/PAنسبة المدروسة في  اتالمتغیِّر تأثیر : 16الجدول 
ُ
  .السائل تخمیربال الم

  التأثیر  العامل
معامل 

  الانحدار

الخطأ 

المعیاري 

  للمعامل

 T قیم

 قیم

  الاحتمالیّة

P-Value  

معامل 

تضخم 

 التباین

VIF 

  0.000 10.83 25.3 274.4  -   الثابت
مُكرَّراتال         

1   26.87 7.18 3.74 0.001 1.91 
 1.00 0.000 7.15 9.72 69.46 138.92 الزمن

 1.00 0.007 2.98 9.72 29.00 57.99 الحرارة

pH 201.64 100.82 9.72 10.38 0.000 1.00 

 1.00 0.644 0.47 9.72 4.55 9.09 الكربون

 1.00 0.336 0.98 9.72 9.56 19.12 النتروجین

الزمن*الزمن  -258.9 -129.4 30.7 -4.21 0.000 1.73 
الحرارة*الحرارة  -220.1 -110.1 30.7 -3.58 0.002 1.73 

pH*pH -180.1 -90.1 30.7  -2.93 0.008 1.73 
الكربون*الكربون  -72.4 -36.2 30.7  -1.18 0.251 1.73 
النتروجین*النتروجین  -242.9 -121.5 30.7  -3.95 0.001 1.73 
الحرارة*الزمن  53.3 26.6 21.7 1.23 0.233 1.00 

pH* الزمن   -1.7 -0.8 21.7 -0.04 0.970 1.00 

الكربون*الزمن  -61.9 -30.9 21.7 -1.42 0.168 1.00 

النتروجین*الزمن  72.4 36.2 21.7 1.67 0.110 1.00 

pH* الحرارة   -73.6 -36.8 21.7  -1.70 0.104 1.00 
الكربون*الحرارة  -0.2 -0.1 21.7  -0.01 0.996 1.00 
النتروجین*الحرارة  20.8 10.4 21.7  0.48 0.637 1.00 

pH* الكربون   -25.0 -12.5 21.7  -0.57 0.572 1.00 
pH* النتروجین   55.6 27.8 21.7  1.28 0.214 1.00 

النتروجین* الكربون  5.4 2.7 21.7  0.12 0.902 1.00 
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ختزَلة لمعادلة الانحدار تحلیل التباین: 17الجدول 
ُ
 الحلیب  تخثُّرلنشاط  الم

ّ
نتَجللبروتیاز  النَّوعي

ُ
 تخمیربال الم

  .السائل

  المصدر

 درجة

  الحریة

DF 

مجموع مربع 

الانحرافات عن 

 المتوسط
Adj SS 

متوسط مجموع 

مربع الانحرافات 

  عن المتوسط

Adj MS 

  فیشر مؤشِّر

F-Value 

  الاحتمالیّة قیم

P-Value 

 0.000 20.07 19711.6 216827 11 الانحدار
مُكرَّراتال  1 15976 15976.2 16.27 0.000 

خَطِّيّ ال تأثیرال  5 191698 38339.5 39.04 0.000 
 0.000 85.29 83772 83772 1 الزمن

 0.003 10.04 9865.7 9866 1 الحرارة
pH 1 97739 97739.5 99.51 0.000 

 0.862 0.03 30.3 30 1 الكربون
 0.591 0.30 290.1 290 1 النتروجین

العواملتأثیر تربیع   5 23048 4609.6 4.69 0.003 
لزمنا*الزمن  1 13604 13603.6 13.85 0.001 
الحرارة*الحرارة  1 9230 9230.3 9.40 0.004 

pH*pH 1 10394 10394.2 10.58 0.003 
الكربون*الكربون  1 5178 5178.2 5.27 0.028 

 0.000 19.24 18892.8 18893 1 النتروجین
 - - 982.2 31430 32 الخطأ

التطبیق نقص  31 31403 1013.0 38.38 0.127 
النقي الخطأ  1 26 26.4 - - 

 - - - 248257 43 المجموع
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 الحلیب  تخثُّرنشاط ات في المتغیِّر تأثیر : 18جدول  ال
ّ
نتَجللبروتیاز  النَّوعي

ُ
وفق المعادلة  ،السائل تخمیربال الم

ختزَلة
ُ
   .الم

  التأثیر  العامل
معامل 

  الانحدار

الخطأ 

المعیاري 

  للمعامل

 T قیم

 قیم

  الاحتمالیّة

P-Value  

معامل تضخم 

 VIF التباین

  - 0.000 10.94  25.8 282.8  -  الثابت
راتال مُكرَّ         

1   29.56  7.33  4.03  0.000  1.91  
 1.00  0.000  9.24  9.91  91.53  183.05  الزمن

 1.00 0.003 3.17 9.91 31.41  62.82 الحرارة
pH  197.73  98.86  9.91 9.98  0.000 1.00 

 1.00 0.862 0.18 9.91 1.74 3.48 الكربون
 1.00 0.591 0.54 9.91 5.39 10.77 النتروجین

الزمن*الزمن  -233.3 -116.6  31.3  -3.72  0.001 1.73 
الحرارة*الحرارة  -192.1 -96.1 31.3 -3.07 0.004 1.73 

pH*pH -230.9 -102.0 31.3 -3.25 0.003 1.73 

الكربون*الكربون  -143.9 -72.0 31.3 -2.30 0.028 1.73 
النتروجین * النتروجین  -274.9 -137.5 31.3 -4.39 0.000 1.73 
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ختزَلة لمعادلة الانحدار تحلیل التباین: 19الجدول 
ُ
نتَجللبروتیاز  MCA/PAلنسبة  الم

ُ
  .السائل تخمیربال الم

  المصدر

 درجة

  الحریة

DF 

مجموع مربع 

الانحرافات عن 

 المتوسط
Adj SS 

متوسط مجموع 

مربع الانحرافات 

  عن المتوسط

Adj MS 

  فیشر مؤشِّر

F-Value 

  الاحتمالیّة قیم

P-Value 

 0.000 21.31 20708 186369 9 الانحدار
راتال ُكرَّ

 0.001 13.16 12787 12787 1  م

 ال تأثیرال
ّ
 0.000 40.96 39804 159216 4  خَطِّي

 0.000 49.65 48245 48245 1  الزمن

 0.006 8.65 8407 8407 1  الحرارة
pH 1 101650 101650 104.61 0.000 

 0.339 0.94 914 914 1  النتروجین
 0.000 6.60 6411 25645 4  تأثیر تربیع العوامل

 0.000 17.01 16528 16528 1 الزمن*الزمن
 0.002 11.61 11277 11277 1  الحرارة*الحرارة

pH*pH 1 6906 6906 7.11 0.012 
 0.001 14.66 14243 14243 1  النتروجین*النتروجین

 - - 972 33036 34  الخطأ
 0.025 1027.61 1001 33035 33  التطبیق نقص

 - - 1 1 1  النقي الخطأ
 - - - 219406 43  المجموع

  

نتَجللبروتیاز  MCA/PAنسبة ات في المتغیِّر تأثیر : 20جدول  ال
ُ
ختزَلةوفق المعادلة ، السائل تخمیربال الم

ُ
   .الم

  التأثیر  العامل
معامل 

  الانحدار

الخطأ 

المعیاري 

  للمعامل

 T قیم

 قیم

  الاحتمالیّة

P-Value  

معامل 

تضخم 

 التباین

VIF 

   0.000 15.02 16.8 251.8    الثابت
مُكرَّراتال         

1   22.35 6.16 3.63 0.001 1.36 
 1.00 0.000 7.05 9.86 69.46 138.92  الزمن
 1.00 0.006 2.94 9.86 29.00 57.99  الحرارة
pH  201.64 100.82 9.86 10.23 0.000 1.00 

 1.00 0.339 0.97 9.86 9.56 19.12 النتروجین
 1.30  0.000 4.12- 27 111.3- 222.7-  الزمن*الزمن
 1.30 0.002 3.41- 27 92.0- 183.9-  الحرارة*الحرارة

pH*pH -143.9 -72.0 27 -2.67 0.012 1.30  
النتروجین*النتروجین  -206.7 -103.4 27 -3.83 0.001 1.30  
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التحضین منخفضاً، كما كان من  الأوَّلنزیم في الیوم الأإنتاج  كان :تخمیرالتأثیر زمن    

اد إنتاج دز او . الأبواغ الفطریة لإنباتالوقت  كفایةبسبب عدم  رُبَّما، ذكرالنشاط الأنزیمي لا یُ 

للعملیة  وقد أشارت نتائج التحلیل الإحصائي إلى الوصول .نزیم ونشاطه في الأیام التالیةالأ

 نموّ زم لاللاّ  زمنلإلى اعزى ذلك ویُ . التحضینمن  ساعة 89.94نزیم بعد الأ الأمثل لإنتاج

وبدایة  اللوغاریتمينهایة الطور البروتیاز في  ، إذ یزداد إنتاجالثَّباتالمزرعة والوصول لطور 

 Escobarوقد أشار . (Alvarez et al., 2006, 629; Sharma and Singh, 2016, 41) الثَّباتطور 

 الثَّباتإلى طور  Rhizomucor mieheiمزارع الفطر  إلى وصول) Barnett )1995 ،697f و

       .مشابهة نموّ ساعة في ظروف  120-90 خلال

 أو ،المُغذِّیاتبسبب استنفاد  رُبَّما، التحضینانخفض إنتاج الإنزیم ونشاطه بعد الیوم الرابع من 

بفعل تراكم نواتج الاستقلاب  التَّثبیط ، أودة عن الاستقلابتخریب الأنزیم بفعل الحرارة المتولِّ 

یعود ذلك إلى ما  وقد. انخفاض درجة الحموضةبالتالي و  ،العضویَّة الحموضتراكم  وأ ،ثانویّةال

) الأنزیم(الزائد للمنتج  التَّراكم یؤدِّيإذ  ،(Feedback Repression)الاسترجاعي  التَّثبیطیعرف ب

نتائج مقاربة  .(Escobar and Barnett, 1993, 1012) التَّراكمناسب مع درجة إلى تثبیط تخلیقه بالتَّ 

     .)1993 ،1012f( BarnettوEscobar و ،)529، 1999( وزملاؤه Beyenal ل إلیهاتوصَّ 

درجة  عندضعیفاً  الفطري نموّ ال كان، كما ونشاطه نزیمالأ انخفض إنتاج :تأثیر درجة الحرارة

المرتفعة ة للحرارة حبّ المُ  من الأنواع Rhizomucor miehei الفطر دّ یُعَ  .C̊ 30حرارة 

(thermophilic).  ُما ینعكس على ، الأكثر ارتفاعاً حرارة العند درجات  نموّ ال تحسُّنع توقَّ ومن الم

نزیم الأانخفض نشاط و  .C̊ 40درجة حرارة  عندنزیم للأنشاط  أعلىلوحظ  ات، حیثنزیمالأتخلیق 

، أو تخریب نموّ وقد یعود ذلك إلى تجاوز الحرارة المثالیة للحرارة، الدرجة لعلى الأمستویات العند 

   ).157، 2001(وزملاؤه  Ayhan ل إلیهاتوصَّ  مشابهةنتائج  .تخمیرالفي وسط جزئیاً الأنزیم 

 pHالـ  قیم عند لا یُذكَر الفطري النموّ كان و  ،البروتیازإنتاج تثبَّط  :تأثیر الرقم الهیدروجیني

وعوامل النموّ غیر ملائمة لإتاحة بعض المُغذِّیات  pHللـ المنخفضة القیم  تبدوو ، (3)المنخفضة 

لبعض الأنشطة غیر مناسبة هذه القیم ، كما قد تكون نزیماتللأ هوإنتاجلنمو هذا النَّوع  الضروریّة

 نموّ الاد دز ا. بروتیازالعلى تخلیق بدوره  ، ما ینعكسةالخارجیّ  نشاط أنزیماتهلفطر و لالاستقلابیة 

 pHعند المثلى الاستجابةإلى قیم  ، وصولاً الرقم الهیدروجیني بارتفاعاً نشاط الإنزیم تدریجیّ وال

تأثُّر إلى  أیضاً  ، ویعزى ذلك(7)الأعلى  pHالـ  قیم البروتیاز ونشاطه عندإنتاج وانخفض  .5.99
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ز أیونات الهیدروجین في وسط بانخفاض تراكینشاط الأنزیمات ودرجة إتاحة بعض العناصر 

وزملاؤه  Ayhan، و)935، 2005(وزملاؤه  Silveira ل إلیهاتوصَّ  مشابهةنتائج  .تخمیرال

)2001 ،157f.(    

وقد أعطت التراكیز  ،g/L 39.09كان التركیز الأمثل لإضافة الجلوكوز هو  :تأثیر تركیز الكربون

یعود انخفاض إنتاج البروتیاز ونشاطه في المعاملات و . ات المدروسةمؤشِّر أدنى لل اً الأخرى قیم

إلى عدم كفایة هذه التراكیز للوصول للكتلة  تخمیرالذات التراكیز المنخفضة للجلوكوز في وسط 

ا انخفاض إنتاج البروتیاز المرافق لتراكیز الجلوكوز الأكثر أمّ  .المطلوبة وإنتاج الأنزیمات الخلویَّة

التركیز الأمثل لإضافة الجلوكوز ختلف یو . الكربون هدم بنواتجكبح ال حدوثفیعود إلى  ،ارتفاعاً 

، 2015(وزملاؤه Amer و ،)156f، 2001(وزملاؤه  Ayhanأشار إلیها  الَّتيتراكیز العن 

   .)933، 2005(وزملاؤه Silveira و ،)1074

ات الاستجابة عند إضافة مؤشِّر ق القیم المثلى لتشیر النتائج إلى تحقُّ  :تأثیر تركیز الكازئین

یعود الانخفاض و . ات عند التراكیز الأخرىمؤشِّر ، وتظهر قیم أدنى للg/L 10.24الكازئین بتركیز 

انخفاض أمّا لتحفیز إنتاج البروتیاز ونشاطه، المرافق للتراكیز الدنیا من الكازئین إلى عدم كفایتها 

تقارب الإضافة المثلى و  .النتروجین بنواتج هدمكبح الفیعود إلى الإنتاج المرافق للتراكیز المرتفعة 

    .)579f، 2008(وزملاؤه De Lima  أشار إلیها الَّتي ،"g/L 9"للكازئین النسبة 

من  الحصول على أعلى قیم لكلٍ بما یُحقِّق، الظروف المثلى لإنتاج البروتیاز   9یُبیِّن الشكلو 

، ونسبة نشاط التخثُّر
ّ
لت هذه الظروف في تمثَّ  إذ. النشاط الحالّ للبروتین/نشاط التخثُّر النَّوعي

ساعة، وضَبط درجة الحموضة الابتدائیة عند  89.94، لمُدَّة C̊ 40.9درجة حرارة  ندالتحضین ع

وقد . على التَّوالي g/L 10.24، وg/L 39.09، وإضافة الجلوكوز والكازئین بالتراكیز 5.99

، mg/mL 3.92عند الظروف آنفة الذكر مستخلصاً أنزیمیاً بقیم  تخمیرأعطت عملیة ال

1191.18 SU/mL ،303.87 SU/mg ،0.97 PU/mg ،313.27  ٍالمحتوى من لكل 

 التخثُّر  النشاطو  الحلیب، تخثُّر نشاطو  الأنزیمي،
ّ
  النشاطو  ،النَّوعي

ّ
 ،الحالّ للبروتین النَّوعي

 التخثُّر  نشاطوقد كانت قیم  .التَّوالي على  MCA/PAونسبة
ّ
مقاربة   MCA/PAونسبة النَّوعي

للقیم المتوقَّعة وفق معادلتي الانحدار عند تطبیق الظروف المثلى للإنتاج، وهي 

325.36±20.30 SU/mg التَّواليعلى  18.6±313.26و.  
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ستقلّة كلاً على . )الاستجابة متعدِّدة(السائل  تخمیربالأمثلة إنتاج البروتیاز : 9الشكل 

ُ
ثِّل الأعمدة تأثیر العوامل الم

َ
تمُ

ستقلّة  تمُثِّل). الصفوف(في عوامل الاستجابة حدة 
ُ
تُحقِّق القیم  الَّتيالخطوط الحمراء العمودیة القیم المثالیة للعوامل الم

وتمُثِّل الخطوط الزرقاء الأفقیة القیم المتوقَّعة لعوامل الاستجابة عند تطبیق القیم المثلى . المرغوبة لعوامل الاستجابة

ستقلّة
ُ
). مدرجة باللون الأحمر(ر الأرقام في الصف العلوي إلى مجال القیم لكل عامل وقیمته المثالیة وتشی. للعوامل الم

هي الرغبة : (D) ،)مدرجة باللون الأزرق(في العمود الأیسر إلى القیم المثلى لعوامل الاستجابة  (Y)ویشیر الرمز 

الرغبة  مؤشِّرالقیم الأعلى ل نَّ إحیث :  (di≤1≥0)،ةدالرغبة المنفصلة لكل مؤشِّر على ح: (d)ات، مؤشِّر المركبة لجمیع ال

لةهي القیم  فضَّ
ُ
  . الرغبة المثالیةتحقیق  (1) تمُثِّل، إذ الم

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Cur
High

Low

D: 0.9700
Optimal

Predict

d = 0.99982

Maximum
MCA/PA

y = 313.2637

d = 0.94110

Maximum
sp MCA

y = 325.3590

D: 0.9700
Desirability
Composite

2.0

18.0

30.0

50.0

3.0

7.0

30.0

50.0

24.0

120.0
Temperat pH Carbon NitrogenTime

[88.9697] [40.9091] [5.9899] [39.0909] [10.2424]
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  :الصّلب تخمیرالأمثلة  3-4-

   :الصّلب تخمیرالتركیب وسط  دراسة 1-3-4-

يَ الاستبدال الجزئي ة وأُجرِ أساسیّ  ركازةت نخالة القمح كمَ خدِ استُ  :غربلة الركائز - 1-1-3-4

 -  10كلاً على حدة بنسب بنخالة القمح الصویا ومسحوق فول، الذُّرة لدقیق القمح، ومسحوق

 زَ نجِ أُ و ، 60%رُطِّبت الأوساط بنسبة  .مرحلةال هف مصدر نتروجیني آخر في هذولم یُضَ  ،40%

اختلاف المحتوى والنشاط  21الجدول  یُبیِّنو . C̊ 37درجة حرارة  أیام وعند 6 مُدَّةلالاستنبات 

وتظهر الفروق المعنویة . تخمیرالباختلاف تركیب وسط  المُنتَجالأنزیمي للمستخلص الأنزیمي 

باستخدام وسط نخالة القمح بدون إضافة مقارنة  المُنتَجات المدروسة للأنزیم مؤشِّر في قیم ال

قیماً أقل منها في وسط نخالة  الذُّرةمة بعَّ دَ وقد أعطت الأوساط المُ  .الأخرى تخمیرالبأوساط 

وكان هناك انخفاض  .التَّواليعها الأوساط المدعمة بدقیق القمح وفول الصویا على بِ القمح تَ 

  . ات وظهرت الفروق المعنویة بشكل واضح بزیادة نسبة الاستبدالمؤشِّر ال جمیعتدریجي في 

 الفیزیائیَّةاختلاف الطبیعة عزى التباین في الإنتاج الأنزیمي في الأوساط المختلفة إلى یُ و 

 الَّتي السَّطحیَّةوالمساحة  ،الركازةحجم جزیئات  الفیزیائیَّةة للركائز، ومن أهم العوامل والكیمائیّ 

تُوفِّر الجزیئات ذات الحجم الأصغر مساحة إذ . وحجم المسامّ  ،ض لفعل الأحیاء الدقیقةتتعرَّ 

ما قد ، الركازةل تؤدي إلى تكتُّ  قدسطحیة أكبر للنشاط المیكروبي، إلا أنَّ الجزیئات بالغة الصغر 

كما أنَّ . (Krishna, 2005, 6) نموّ عف الضَ  وبالتالي ،التهویة والتنفس المیكروبي فير یؤثِّ 

ة ضمن عدد من الجزیئات الكبیرة ستملأ الفراغات البینیّ الأعداد الكبیرة من الجسیمات الدقیقة 

(Chisti, 2014, 758) ُر تراجع الإنتاج والنشاط الأنزیمي بإضافة دقیق القمح وزیادة فسِّ ، وهذا ما ی

 المرتفعة الرطوبة ظروف تحت كةتفكِّ مُ  البقاء على القمح نخالة جزیئات قدرة نَّ إ و . نسبة الاستبدال

ات التخمُّر  في الاستخدام شائعة الركائز إحدى یجعلها ما ،للتفاعل واسعة سطحیة مساحة روفِّ تُ 

  . (Pandey et al., 2000, 1156) ةالصّلب

كانت  فتعود إلى تركیب الركائز سواءً  ،رة في إنتاج البروتیازللركائز المؤثِّ  الكیمیائیَّة ا الخواصّ أمّ 

، ركازةنة للالمكوِّ  العضویَّةودرجة إتاحتها، بالإضافة إلى نوع ونسب المواد  مُعقَّدةبسیطة أم 

 Aspergillusشیر إلى انخفاض إنتاج البروتیاز من أُ قد و  .المُغذِّیاتعلى  الركازةودرجة احتواء 

niger وPenicillium camemberti النتروجین/الكربون بانخفاض نسبة (C/N)  تخمیرالفي وسط 
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في  C/Nتصل نسب و . (Aguilar et al., 2002, 411; Boratyński et al., 2018, 5) الصّلب

 ،50.70/2.28و، 44.7/2.20و، 39.1/1.26الركائز المستخدمة إلى ما یقارب 

 Dai et) التَّوالي، وفول الصویا على الذُّرةو نخالة القمح، و من دقیق القمح،  لكلٍ  45.40/6.71و

al., 2014, 73; Sipos et al., 2005, 404ff) . ُر انخفاض إنتاج البروتیاز بالتوازي مع فسِّ وهذا ما ی

  .فول الصویا مسحوقنسب إضافة 

  لسكریات سهلة الاستقلاب بشكلمن ا المرتفعةلتراكیز ا رتؤثِّ 
ّ
من  بالرّغمإنتاج البروتیاز  في سلبي

ى المحتوى العالي من أدّ  رُبَّماو  .(Mamo et al., 2020, 577; Lario et al., 2020) نموّ تحفیزها لل

هدم  بنواتجكبح ال حدوثإلى  الذُّرةالناتجة عن حلمهة النشاء في دقیق القمح و  المُختزَلةات ریّ كَّ السُّ 

، وهذا یوافق نتائج ةالسائلبالحالة  تخمیرالفي  أقل منهة بشكل ظهر تأثیر هذه الآلیّ  وقد .الكربون

بالحالة  تخمیرالفي نظام هدم الكربون  بنواتجكبح ال ظهورة محدودیّ حول  العدید من الأبحاث

  .(Nandakumar et al., 1999, 380) ةالصّلب

طات ثبِّ وفول الصویا إلى وجود مُ  الذُّرةعزى انخفاض النشاط الأنزیمي بإضافة مسحوق وقد یُ 

طات بومان بیرك ثبِّ ومُ  ،(Abe et al., 1992, 933) الذُّرةمثل السیستاتین في البروتیاز 

(Bowman-Birk)  في فول الصویا(Losso, 2008, 94) . یعود الإنتاج المرتفع للبروتیاز و

الكافیة والنسبة المعتدلة من الكربون والنتروجین  كمِّیَّاتباستخدام نخالة القمح إلى احتوائها على ال

(C/N)  هذه و . وإنتاج الأنزیمات نموّ تحتاجها الكائنات الحیة الدقیقة لل الَّتيوالعناصر المعدنیة

حول تراجع إنتاج البروتیاز من  )117f، 2013(وزملاؤه  Khademiإلیه  توصَّلما  تُشابهالنتائج 

 .تخمیرالودقیق القمح إلى نخالة القمح في وسط  الذُّرةبإضافة دقیق  ،Rhizomucor mieheiفطر 

إنتاج البروتیاز بإضافة  تحسُّنول ح )1990a ،18(وزملاؤه  Thakurإلیه  توصَّلوتخالف ما 

واعتماداً على هذه النتائج، فقد تمَّ اختیار  .الصّلب تخمیرالدقیق القمح إلى نخالة القمح في وسط 

  .  في الخطوات اللاّحقة من الدراسة ركازةنخالة القمح من دون استبدال ك
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  .Rhizomucor miehei البروتیاز من فطرنتاج إ في الصّلب تخمیرالتركیب وسط تأثیر : 21جدول ال  

تركیب وسط 

  تخمیرال

المحتوى 

نزیمي الأ

)(mg/mL  

 تخثُّرنشاط 

 الحلیب 

)(SU/mL 

 تخثُّرال نشاط

 
ّ
 النَّوعي

SU/mg)( 

نشاط ال

  ولیتيالبروتی

PU/mL)(  

 /تخثُّرنشاط ال

نشاط ال

  ولیتيالبروتی

نخالة القمح 

  استبدالبدون 
1.44±0.04a 364.6±30.94a  253.19±14.33a 1.2±0.06a 301.81±9.30a 

 الذُّرةمسحوق 

المستبدل 

  بنخالة القمح

 

%10  1.36±0.04b  314.66±9.24b 231.36±0.05b  1.44±0.13ab 220.03±12.63b 

%20  1.32±0.01b 296.44±11.4bc 213.15±6.77b  1.38±0.10ac 216±7.41b 

%30 1.16±0.01c 275.8±5.72cde  237.75±3.14ab 1.61±0.17bcd  172.19±13.37c 

%40 1.14±0.01cd 265.09±6.03dh  232.27±3.86b 1.21±0.10a  219.99±14.02b 

دقیق القمح 

المستبدل 

  بنخالة القمح

 

%10  1.44±0.03a  295.33±11.48be 205.09±3.63c  2.08±0.25be 142.16±10.72d 

%20  1.18±0.01c 221.23±12.71fg  187.09±8.87e 1.28±0.05ad 172.92±6.45c 

%30 1.1±0.01de  206.89±3.57gi 188.12±2.44e 2.64±0.20f 78.64±5.01ef 

%40 1.08±0.01e 205.13±14.55gi 189.52±11.88ce  1.5±0.17ad 136.84±7.52d 

مسحوق صویا 

مستبدل بنخالة 

  القمح

 

%10  1.52±0.02f 237.95±9.9hf 156.54±4.93f 2.47±0.22f 96.24±4.83f 

%20  1.58±0.01g 198.2±7.31gi 125.44±4g  2.72±0.24f 72.99±3.82e 

%30 1.78±0.004h 192±6.78ij 108.18±3.57h 2.71±0.10f 71.01±0.19e 

%40 1.52±0.003f 169.04±7.37j 111.21±4.65gh 1.9±0.08de 88.94±0.94ef  

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م



113 
 

  :غربلة المصادر النتروجینیة - 2-1-3-4

، 5%-1 بنسبإلى نخالة القمح  على حدة كلّ  ،ببتونوال ،مستخلص الخمیرةو ضیف الكازئین، أُ 

ن بیِّ ویُ  .C̊ 37درجة حرارة  أیام عند 5 مُدَّةل تخمیرالوأنجز ، 60%بنسبة  تخمیروسط ال بَ رُطِّ 

 من دونمقارنة مع الشاهد البروتیاز إنتاج مصادر النتروجینیة المختلفة في تأثیر ال 22الجدول 

 كان لجمیع المصادر أثر حیث  ،إضافة
ّ
ضمن المدى المثالي  البروتیاز نتاجإ في إیجابي

 المحتوى ازدادو  .ضح قدرة الفطر على استهلاك المصادر النتروجینیة المختلفةتتَّ كما  .للإضافة

وكانت ، إضافة مستخلص الخمیرة والببتون معاملاتفي جمیع  بشكل غیر معنوي الأنزیمي

 بشكل واضحالفروق المعنویة  كما ظهرت. 4%-1الفروق واضحة عند إضافة الكازئین بالنسب 

 نَّ الحلیب والنشاط ال تخثُّرمن نشاط  في كلٍ 
ّ
النشاط البروتیولیتي عند  /تخثُّرنشاط الونسبة  وعي

ات بشكل معنوي عند نسب إضافة مؤشِّر ازدادت هذه ال وقد .المصادر النتروجینیة المختلفةفة إضا

 كما ازداد النشاط لمستخلص الخمیرة،  %1
ّ
 نَّ الحلیب والنشاط ال تخثُّرل الكُلِّي

ّ
بشكل معنوي  وعي

وظهر . والكازئین مقارنة بالشاهد بدون إضافة ،تونبمن الب كلٍ ل 5%-1عند نسب الإضافة 

كانت النسب و  .2%و% 1عند الإضافات  MCA/PAالأثر المعنوي لإضافة الكازئین في النسبة 

ات مؤشِّر أخذت قیم هذه ال. التَّواليعلى  2%-1، و%1والكازئین  ببتونالمثلى لإضافة ال

  %2وكان لإضافة مستخلص الخمیرة . بالانخفاض بالتوازي مع نسبة الإضافة
ّ
في  أثر سلبي

. المعنویة بشكل واضح بزیادة نسبة الإضافة قارنةً مع الشاهد، وظهرت الفروقالإنتاج الأنزیمي م

لمستخلص الخمیرة، كما  %3ازداد النشاط البروتیولیتي بشكل معنوي ابتداءً من نسبة إضافة و 

ة للنشاط الأنزیمي النسبة النهائیّ  فير سلباً ثَّ ما أ ،بجمیع التراكیز ببتونن والازداد بإضافة الكازئی

(MCA/PA) . 1%أعطت إضافة الكازئین بنسبة  ، إذالبروتیازإنتاج االكازئین في  أهمِّیَّةتظهر و 

بنشاط  المُنتَجز المستخلص الأنزیمي كما تمیَّ . 591.13حیث بلغت  MCA/PAنسبة لأعلى قیمة ل

 ونشاط  SU/mL 827.58 تخثُّر
ّ
ات الحاصلة عند مؤشِّر وهذه القیم تفوق ال ،SU/mg 371.11 نوعي

أعلى قیمة لنشاط  2%كما أعطت إضافة الكازئین بنسبة . إضافة المصادر النتروجینیة الأخرى

 والنشاط  SU/mL 857.14الحلیب  تخثُّر
ّ
مقارنة بباقي  SU/mg 377.59للأنزیم  النَّوعي

إذ  ،MCA/PAوانخفاض نسبي لنسبة  ،لكن ترافق ذلك بازدیاد النشاط البروتیولیتي ،المعاملات

  .529.51بلغت 
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   .  الصّلب تخمیربال Rhizomucor mieheiالبروتیاز من  إنتاجالنتروجین في  تأثیر: 22 جدولال

المصدر 

  النتروجیني

المحتوى 

نزیمي الأ 

)(mg/mL  

 تخثُّرنشاط 

 الحلیب 

)(SU/mL 

 تخثُّرال نشاط

 
ّ
  النَّوعي

 SU/mg)( 

نشاط ال

 ولیتيالبروتی

PU/mL)(  

 /تخثُّرنشاط ال

نشاط ال

  ولیتيالبروتی

نخالة القمح 

  بلا إضافة
2.11±0.01ab 444±19.50a 210.43±7.96a  0.92±0.06a  481.7±11.27a 

مستخلص 

 الخمیرة
  

%1 2.11±0.02a  555.42±23.43b 263.23±8.65b 0.94±0.06a 591.45±14.46b 

%2 2.19±0.04bcd  424.14±15.61a 193.67±4.03ac 0.94±0.06a 450.42±19.29ac 

%3 2.13±0.04ab 370.28±9.39c 173.84±1.88c 1.33±0.07b 279.48±8.03d 

%4 2.13±0.05ab  324.32±22.60d 152.26±7.82d 1.38±0.08b 243.92±5.81e 

%5 2.10±0.04a 231.75±20.41e 110.36±7.83e 1.41±0.10b 160.89±7.40f 

   ببتون

%1 2.11±0.03ab 571.42±19.51b  270.82±7.09bf 1.46±0.10b 392.04±15.20g 

%2 2.13±0.03ab 648.64±27.44fg 304.53±8.61gh 2.34±0.10dc 278.75±14.31d 

%3 2.14±0.04ab 666.66±24.57f 311.52±6.72g  2.46±0.20d 272.23±24.91d 

%4 2.12±0.04ab 613.89±20.42g 289.57±4.87fhkm 1.92±0.30e 320.51±15.35h 

%5 2.08±0.04a 571.42±18.35b 274.72±3.90bk 1.30±0.16b 438.79±9.88c 

   كازئین

%1 2.23±0.04c 827.58±20.25h 371.11±3.59n 1.40±0.07b 591.46±23.51b 

%2 2.27±0.06c 857.14±20.81h 377.59±1.91n 1.62±0.09be 527.76±20.62i 

%3 2.38±0.05e  666.66±23.61f 280.11±4.63g  2.02±0.10ce 328.87±11.84h 

%4 2.24±0.03cd 666.66±19.11f 297.62±4.25g  5.26±0.27f 127.27±3.96j 

%5 2.15±0.03ad  648.64±19.42fg 301.69±4.95gm 5.98±0.32g 108.62±2.49j 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م
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 الركازةق الكازئین في زیادة نشاط التخثُّر إلى تحفیز إفراز البروتیاز ونشاطه بوجود یعود تفوُّ و 

 لتراكیز المرتفعةل المرافق هنشاطو  إنتاج البروتیازانخفاض  ویعود .تخمیرفة في وسط الستهدَ المُ 

التراكیز المُثلى للإضافة ختلف تكما  .النتروجین الكبح بنواتج هدمإلى المصدر النتروجیني من 

بناءً على و  .حفیزيّ ي أو التَّ التَّثبیطعتبة حدوث الأثر من مصدر نتروجیني لآخر تبعاً لاختلاف 

، 2، 1.5، 1، 0.5 الإضافة مستویاتعند  تمَّ اختیار الكازئین كمصدر للنتروجین ،هذه النتائج

  .في الخطوة اللاحقة ضمن معاملات التصمیم الإحصائي% 2.5

  :السَّطحیَّةجیة الاستجابة باستخدام منه الصّلب تخمیرالأمثلة ظروف  - 2-3-4

للمعاملات  المؤشِّرات الأنزیمیة المُقاسةفي  تخمیرتباین تأثیر ظروف ال 23الجدول  بیِّنیُ 

  تخثُّرنشاط لت أعلى القیم تحقَّقَ  إذ، المختلفة
ّ
 ونشاط التخثُّر لمحتوى البروتیني، وا ،الكُلِّي

ّ
، النَّوعي

ظهرت أقل  بینما، التَّواليعلى  29، و43، و43، و47من خلال المعاملات  MCA/PAونسبة 

 للبروتین للمستخلص الأنزیمي، وأقل نشاط  الحالّ قیمة للنشاط 
ّ
 ةحال للبروتین عند المعامل نوعي

مرغوبة لجمیع  قیماً  47و، 45، و43، و16، و7، و6فقد أظهرت المعاملات  عامّ  وبشكلٍ . 17

نشاط لق أعلى قیمة حقِّ بما یُ  ،الاستجابة متعدِّدةوقد أجریت عملیة الأمثلة  .ات المُقاسةمؤشِّر ال

  تخثُّرال
ّ
 الحالّ النشاط /تخثُّرنسبة نشاط المع الأخذ بعین الاعتبار القیمة المرتفعة ل ،النَّوعي

أعطت نتیجة التحلیل الإحصائي للنتائج معادلتین من الدرجة الثانیة تبُین العلاقة وقد  .للبروتین

   ).6، و5المعادلتین (والعوامل المُرمَّزة  ،ات الاستجابةمؤشِّر بین 

spMCA = -4180 + 3X5 - 27.4 X4 + 349 X3 + 169.3 X2 + 15.94 X1 - 31.7 X5
2 

+ 0.279 X4 - 12.3 X3
2 - 2.104 X2

2 – 0.0966 X1
2 - 0.80 X5*X4 - 2.8 X5*X3 

+ 2.81 X5*X2 + 0.944 X5*X1 - 2.68 X4*X3 + 0.190 X4*X2 + 0.0355 X4*X1 
+ 0.10 X3*X2 + 0.299 X3* X1 – 0.1449 X2* X1      (5). 

MCA/PA = -3457 + 283 X5 - 2 X4 + 314 X3 + 101.7 X2 + 12.23 X1 – 19.6 X5
2 

+ 0.029 X4
2- 12.5 X3

2 - 0.958 X2
2- 0.0520 X1

2 - 2.46 X5*X4 + 13.0 X5*X3 -
 2.22 X5*X2 – 0.5 X5*X1 - 0.14 X4*X3 + 0.061 X4* X2 + 0.0441 X4* X1 - 3.16 X3* X2 
– 0.409 X3* X1 – 0.097 X2* X1         (6). 

، الرطوبةونسبة ، pHدرجة الـ و درجة الحرارة، و ، تخمیرالهي زمن  X1، X2، X3، X4، X5بحیث 

نتائج تحلیل التباین لدلالات العوامل  26، و24ن الجدولا یُبیِّنو . التَّواليوتركیز النتروجین على 

  تخثُّرمن معادلة نشاط ال رة وتفاعلها لكلٍ المؤثِّ 
ّ
  .التَّواليعلى  MCA/PA، ونسبة النَّوعي
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  .بالصّلالخاصّ بالتخمیر الإحصائي للتصمیم  التجریبیَّةالنتائج  :23الجدول 

 رقم
  المعاملة

 المحتوى
 الأنزیمي

)(mg/mL  

 تخثُّر نشاط
 MCA الحلیب

)(SU/mL 

 تخثُّرال نشاط
 
ّ
 النَّوعي

SU/mg)( 

 الحالّ  النشاط
 PA للبروتین

PU/mL)(  

 الحالّ  النشاط
 
ّ
 النَّوعي

PU/mg)(  

/ تخثُّرال نشاط
 الحالّ  النشاط

 للبروتین
MCA/PA)( 

1 0.67 40.00 59.61 0.62 0.92 64.52 
2 2.11 66.67 31.60 0.92 0.44 72.46 
3 2.01 41.18 20.49 0.78 0.39 52.79 
4 2.22 54.42 24.46 0.82 0.37 66.36 
5 2.34 475.11 203.32 1.92 0.82 247.45 
6 3.58 1333.33 372.44 5.18 1.45 257.45 
7 4.01 1372.55 342.50 5.26 1.31 261.15 
8 3.31 936.45 282.92 5.69 1.72 164.65 
9 1.85 15.38 8.30 0.79 0.43 19.49 

10 3.05 405.80 133.05 2.19 0.72 185.20 
11 3.35 545.17 162.74 2.77 0.83 196.67 
12 3.55 868.70 244.55 4.03 1.13 215.83 
13 3.47 666.67 192.11 4.09 1.18 163.18 
14 3.96 1014.49 256.01 4.57 1.15 221.82 
15 3.18 800.00 251.64 5.19 1.63 154.22 
16 3.67 1372.55 374.40 4.92 1.34 279.02 
17 1.30 20.00 15.34 0.15 0.12 133.33 
18 1.45 44.79 30.84 0.32 0.22 139.98 
19 1.68 205.88 122.21 1.30 0.77 158.37 
20 3.10 535.51 172.55 2.82 0.91 189.56 
21 2.82 307.69 109.29 2.36 0.84 130.24 
22 4.42 1296.30 292.99 5.56 1.26 233.04 
23 3.99 1372.55 344.00 4.79 1.20 286.45 
24 3.87 857.14 221.48 5.55 1.43 154.44 
25 2.06 190.22 92.48 1.30 0.63 145.80 
26 2.40 331.91 138.39 2.27 0.95 146.08 
27 4.23 750.00 177.47 4.18 0.99 179.30 
28 3.06 441.18 144.10 2.15 0.70 205.06 
29 3.39 486.11 143.56 1.23 0.36 396.83 
30 3.83 750.00 195.76 2.17 0.57 344.83 
31 3.62 897.44 248.02 2.96 0.82 303.13 
32 3.79 1043.48 275.32 4.29 1.13 243.26 
33 3.79 800.00 211.13 2.57 0.68 311.00 
34 2.81 827.59 294.25 3.90 1.39 212.43 
35 3.37 923.08 273.96 3.35 1.00 275.20 
36 3.46 1122.99 324.93 5.37 1.55 209.23 
37 3.81 1090.91 286.42 3.99 1.05 273.23 
38 0.71 0 0.00 0.35 0.50 0.00 
39 3.12 297.12 95.31 1.35 0.43 219.61 
40 1.27 11.76 9.25 0.22 0.17 53.48 
41 3.55 393.44 110.70 1.84 0.52 214.35 
42 0.90 28.57 31.75 0.19 0.21 150.38 
43 3.54 1453.29 410.84 6.95 1.96 209.15 
44 3.14 990.61 315.68 6.24 1.99 158.87 
45 3.39 1521.74 448.28 4.70 1.99 323.88 
46 2.27 257.35 113.37 2.52 1.11 102.04 
47 4.24 1544.12 363.96 4.85 1.14 318.18 
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 الحلیب  تخثُّرتحلیل التباین لمعادلة الانحدار لنشاط  24: الجدول
ّ
نتَجللبروتیاز  النَّوعي

ُ
  .الصّلب تخمیربال الم

  المصدر

 درجة

  الحریة

DF 

مجموع مربع 

الانحرافات عن 

  المتوسط

Adj SS 

متوسط مجموع 

مربع الانحرافات 

  عن المتوسط

Adj MS 

  فیشر مؤشِّر

F-Value 

  الاحتمالیّة قیم

P-Value 

 0.000 6.94 28367 595702 21 الانحدار
مُكرَّراتال  1 477 477 0.12 0.736 

خَطِّيّ التأثیر ال  5 142855 28571 6.99 0.000 
 0.577 0.32 1305 1305 1 الكازئین

رطوبةال  1 230 230 0.06 0.814 
pH 1 15532 15532 3.80 0.063 

لحرارةا  1 24552 24552 6.01 0.022 
 0.000 24.77 101236 101236 1 الزمن

 0.000 9.71 39687 198436 5 تأثیر تربیع العوامل
كازئینال*كازئینال  1 1829 1829 0.45 0.510 
ةرطوبال*ةرطوبال  1 22750 22750 5.57 0.026 

pH*pH 1 4387 4387 1.07 0.310 
حرارةال*حرارةال  1 80744 80744 19.76 0.000 

نزمال*نزمال  1 90479 90479 22.14 0.000 
الاتجاه ثنائي التفاعل  10 45021 4502 1.10 0.310 

رطوبةال*كازئینال  1 510 510 0.12 0.727 
pH* نكازئیال   1 65 65 0.02 0.901 

حرارةال*نكازئیال  1 1584 1584 0.39 0.539 
نزمال*نكازئیال  1 4109 4109 1.01 0.326 

pH* ةرطوبال   1 22905 22905 5.60 0.026 
حرارةال*ةرطوبال  1 2876 2876 0.70 0.409 

نزمال*رطوبةال  1 2325 2325 0.57 0.458 
pH* حرارةال   1 8 8 0.00 0.965 
pH* نزمال   1 968 968 0.24 0.631 

نزمال* حرارةال  1 9673 9673 2.37 0.136 
   4087 102166 25 الخطأ

التطبیق نقص  21 95141 4531 2.58 0.185 
النقي الخطأ  4 7025 1756   

    697867 46 المجموع
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 الحلیب  تخثُّرتأثیر العوامل المدروسة في نشاط : 25 الجدول
ّ
نتَجللبروتیاز  النَّوعي

ُ
   .الصّلب تخمیربال الم

  التأثیر  العامل
معامل 

  الانحدار

الخطأ 

المعیاري 

  للمعامل

 T قیم

 قیم

  الاحتمالیّة

P-Value  

معامل 

تضخم 

 التباین

VIF 

  0.012 2.69- 92.7 249.8-   الثابت
مُكرَّراتال        

1  3.9 11.4 0.34 0.736 1.01 
 11.33 0.577 0.57- 68.1 38.5- 76.9- الكازئین

رطوبةال  -32.3 -16.2 68.1 -0.24 0.814 11.33 

pH 265.3 132.7 68.1 1.95 0.063 11.33 

لحرارةا  333.6 166.8 68.1 2.45 0.022 11.33 

 46.30 0.000 4.98 5.73 28.52 57.05 الزمن
كازئینال*كازئینال  -63.3 -31.7 47.3 -0.67 0.510 1.03 
ةرطوبال*ةرطوبال  223.3 111.7 47.3 2.36 0.026 1.03 

pH*pH -98.1 -49.0 47.3 -1.04 0.310 1.03 

حرارةال*حرارةال  -420.7 -210.4 47.3 -4.45 0.000 1.03 

نزمال*نزمال  -0.7732 -0.3866 -0.0822 -4.71 0.000 46.32 
رطوبةال*كازئینال  -31.9 -16.0 45.2 -0.35 0.727 1.00 

pH* نكازئیال   -11.4 -5.7 45.2 -0.13 0.901 1.00 

حرارةال*نكازئیال  56.3 28.1 45.2 0.62 0.539 1.00 

نزمال*نكازئیال  3.78 1.89 1.88 1.00 0.326 11.33 
pH* ةرطوبال   -214.0 -107.0 45.2 -2.37 0.026 1.00 

حرارةال*ةرطوبال  75.8 37.9 45.2 0.84 0.409 1.00 

نزمال*رطوبةال  2.84 1.42 1.88 0.75 0.458 11.33 
pH* حرارةال   4.0 2.0 45.2 0.04 0.965 1.00 
pH* نزمال   1.83 0.92 1.88 0.49 0.631 11.33 

نزمال* حرارةال  -5.8 -2.9 1.88 -1.54 0.136 11.33 
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نتَجللبروتیاز  للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرلمعادلة الانحدار لنسبة نشاط ال تحلیل التباین 26:الجدول 
ُ
 الم

  .الصّلب تخمیربال

  المصدر

 درجة

  الحریة

DF 

مجموع مربع 

الانحرافات عن 

 المتوسط
Adj SS 

متوسط مجموع 

مربع الانحرافات 

  عن المتوسط

Adj MS 

  فیشر مؤشِّر

F-Value 

  الاحتمالیّة قیم

P-Value 

 0.120 1.63 9856.1 206978 21 الانحدار
مُكرَّراتال  1 5507 5506.9 0.91 0.349 

خَطِّيّ التأثیر ال  5 59713 11942.6 1.98 0.117 
 0.541 0.38 2317.8 2318 1 الكازئین

رطوبةال  1 22 22.2 0.00 0.952 
pH 1 18782 18781.7 3.11 0.090 

لحرارةا  1 7748 7748.0 1.28 0.268 
 0.033 5.11 30843.6 30844 1 الزمن

 0.246 1.44 8679.6 43398 5 تأثیر تربیع العوامل
كازئینال*كازئینال  1 698 698.0 0.12 0.737 
ةرطوبال*ةرطوبال  1 250 250.0 0.04 0.840 

pH*pH 1 4545 4544.9 0.75 0.394 
حرارةال*حرارةال  1 16732 16732.3 2.77 0.108 

نزمال*نزمال  1 26218 26218.1 4.34 0.048 
الاتجاه ثنائي التفاعل  10 27716 2771.6 0.46 0.901 

رطوبةال*كازئینال  1 4834 4833.8 0.80 0.379 
pH* نكازئیال   1 1344 1344.0 0.22 0.641 

حرارةال*نكازئیال  1 984 984.3 0.16 0.690 
نزمال*نكازئیال  1 1157 1157.1 0.19 0.665 

pH* ةرطوبال   1 62 62.2 0.01 0.920 
حرارةال*ةرطوبال  1 300 300.0 0.05 0.825 

نزمال*رطوبةال  1 3588 3588.0 0.59 0.448 
pH* حرارةال   1 7988 7988.4 1.32 0.261 
pH* نزمال   1 3089 3088.8 0.51 0.481 

نزمال* حرارةال  1 4369 4368.9 0.72 0.403 
   6037.7 150943 25 الخطأ

التطبیق نقص  21 143167 6817.5 3.51 0.116 
النقي الخطأ  4 7776 1943.9   

    357921 46 المجموع
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نتَجللبروتیاز  للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّرنسبة نشاط الات المدروسة في المتغیِّر تأثیر : 27الجدول 
ُ
 الم

   .الصّلب تخمیربال

  التأثیر  العامل
معامل 

  الانحدار

الخطأ 

المعیاري 

  للمعامل

 T قیم

 قیم

  الاحتمالیّة

P-Value  

معامل 

تضخم 

 التباین

VIF 

  0.645 0.47- 113 53-    الثابت
مُكرَّراتال         

1   13.3 13.9 0.96 0.349 1.01 
 11.33 0.541 0.62 82.7 51.2 102.5 الكازئین

رطوبةال  -10.0 -5.0 82.7 -0.06 0.952 11.33 

pH 291.8 145.9 82.7 1.76 0.090 11.33 

لحرارةا  187.4 93.7 82.7 1.13 0.268 11.33 

 46.30 0.033 2.26 6.97 15.74 31.49 الزمن
كازئینال*كازئینال  -39.1 -19.6 57.5 -0.34 0.737 1.03 
ةرطوبال*ةرطوبال  23.4 11.7 57.5 0.20 0.840 1.03 

pH*pH -99.8 -49.9 57.5 -0.87 0.394 1.03 

حرارةال*حرارةال  -191.5 -95.8 57.5 -1.66 0.108 1.03 

نزمال*نزمال  -0.4162  -0.2081  0.0999 -2.08  0.048  46.32 
رطوبةال*كازئینال  -98.3  -49.2  54.9 -0.89 0.379 1.00 

pH* نكازئیال   51.8 25.9 54.9 0.47 0.641 1.00 

حرارةال*نكازئیال  -44.4 -22.2 54.9 -0.40 0.690 1.00 

نزمال*نكازئیال  -2.00 -1.00 2.29 -0.44 0.665 11.33 
pH* ةرطوبال   -11.2 -5.6 54.9 -0.10 0.920 1.00 

حرارةال*ةرطوبال  24.5 12.2 54.9 0.22 0.825 1.00 

نزمال*رطوبةال  3.53 1.76 2.29 0.77 0.448 11.33 
pH* حرارةال   -126.4 -63.2 54.9 -1.15 0.261 1.00 
pH* نزمال   -3.27 -1.64 2.29 -0.72 0.481 11.33 

نزمال* حرارةال  -3.89 -1.95 2.29 -0.85 0.403 11.33  

  

  تخثُّرنشاط الل الانحدار بمعادلة خاصّةال الاحتمالیّةقیم  كانت  
ّ
ما یشیر  ،0.05 أقل من النَّوعي

رات تغیِّ مُ ( التابعةالعوامل في ) ات المدروسةالمتغیِّر ( كَكُل المُستقلّةلعوامل لالأثر المعنوي إلى 

 معنویة التأثیر ال 24ویُبیِّن الجدول ). الاستجابة
ّ
من الزمن والحرارة، ما یشیر  والتربیعي لكلٍ  خَطِّي

  تخثُّرلهذه العوامل في نشاط ال الشَّدیدأثیر إلى التَّ 
ّ
   .النَّوعي
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 لرطوبة تأثیر للم یكن و 
ّ
  تخثُّرنشاط الفي معنوي  خَطِّي

ّ
لعامل  الاحتمالیّةقیم إذ كانت  ،النَّوعي

  تخثُّرفي نشاط البینما ظهر الأثر المعنوي لتربیع هذا العامل  ،0.05أكبر من  لرطوبةا
ّ
 .النَّوعي

، لذا تأخذ العلاقة ما بین 0.05 أقل منبمربع هذا العامل  خاصّةال الاحتمالیّةكانت قیم  وقد

  تخثُّرنشاط العامل الرطوبة و 
ّ
  . شكلاً مُنحنیاً  النَّوعي

 تأثیر  كازئینال وأ ،pHـ لل لم یكن
ّ
 معنوي، كما لم یكن لتربیع هذین العاملین تأثیر معنوي خَطِّي

  تخثُّرفي نشاط ال
ّ
ات أكبر من المتغیِّر من هذه  بكلٍ  خاصّةال الاحتمالیّةقیم ، إذ كانت النَّوعي

  تخثُّرنشاط ال ما یعني عدم تأثیر هذه العوامل في. 0.05
ّ
معنوي لتفاعل بینما ظهر أثر . النَّوعي

ما یشیر  0.05 أقل من بتفاعل هذین العاملین خاصّةال الاحتمالیّةكانت قیم ، إذ والرطوبة pHالـ 

  تخثُّرنشاط الفي إلى اعتماد تأثیر أحد هذین العاملین 
ّ
على قیمة العامل الآخر، ولم یكن  النَّوعي

  تخثُّرنشاط الفي  أثر معنويأي  المُستقلّةات المتغیِّر للتفاعلات الأخرى فیما بین 
ّ
كانت و  .النَّوعي

  تخثُّرنشاط الل الانحدار ةبمعادل خاصّةال قیم معامل التحدید
ّ
ما یعني أنَّ  ،85.36% النَّوعي

  تخثُّرنشاط المن التباین في  85.36%مسؤولة عن  المُستقلّةالعوامل 
ّ
  .النَّوعي

  تخثُّرمن نشاط ال المعیاري لكلٍ  كانت قیم الانحرافو 
ّ
 الحالّ النشاط /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

بین  الاختلاف من اً كبیر  اً در قَ قیم ال تعكس هذه، و التَّواليعلى  77.70و 63.92للبروتین 

  . المعاملات

  تخثُّرنشاط الل الانحدار ةبمعادل خاصّةال التطبیقنقص ل الاحتمالیّةكانت قیم  
ّ
أكبر من  النَّوعي

 .والعوامل التابعة المُستقلّةالانحدار في تحدید العلاقة بین العوامل  ةمعادل كفاءة یؤكِّدما  ،0.05

  تخثُّرنشاط الیمكن اختزال معادلة الانحدار ل
ّ
  :بالشكل الآتي النَّوعي

sp MCA = -4332 - 11 X5 - 24.9 X4 + 349 X3 + 169.8 X2 + 18.08 X1 - 31.7 X5
2 

+ 0.279 X4
2 - 12.3 X3

2 - 2.104 X2
2 - 0.0966 X1

2 -0.80 X5*X4 + 2.81 X5*X2 
+ 0.944 X5*X1 - 2.68 X4*X3  + 0.190 X3*X2 + 0.229 X3*X1 - 0.1449 X2*X1 

، ونسبة الرطوبة، pHدرجة الـ و درجة الحرارة، و ، تخمیرالهي زمن  X1، X2، X3، X4، X5بحیث 

  .التَّواليوتركیز النتروجین على 

  تخثُّرنشاط الل المُختزَلةالانحدار  تحلیل التباین لمعادلة 29و 28ن الجدولان یِّ بَ ویُ 
ّ
تأثیر و  ،النَّوعي

  تخثُّرنشاط الالعوامل في 
ّ
كانت قیم معامل وقد . التَّواليعلى  المُختزَلةوفق المعادلة  النَّوعي
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مسؤولة  المُستقلّةما یعني أنَّ العوامل ، 85.02% المُختَزَلةالانحدار  بمعادلة خاصّةال التحدید

المعیاري  الانحرافكانت قیم و . من التباین في العوامل التابعة وفق هذه المعادلة 85.02%عن 

  تخثُّرنشاط الل
ّ
  .توزع القیم المُقاسة اختلافإلى  ةقیمهذه ال، وتشیر 61.11 النَّوعي

إلى  ما یشیر ،0.05 من كبرأ MCA/PAلنسبة  بمعادلة الانحدار خاصّةال الاحتمالیّةقیم  كانت

معنویة التأثیر  26ویُبیِّن الجدول  .هذه النسبةفي  كَكُل ات المدروسةالمتغیِّر عدم معنویة تأثیر 

 ال
ّ
 ،MCA/PAلهذا العامل في نسبة  الشَّدیدوالتربیعي لعامل الزمن، ما یشیر إلى التأثیر  خَطِّي

  .MCA/PAولم یكن لباقي العوامل أو لتفاعلها أثر معنوي في نسبة 

 للبروتین الحالّ النشاط /تخثُّراط النسبة نشل الانحدار بمعادلة خاصّةال كانت قیم معامل التحدید 

في نسبة من التباین فقط  57.83%مسؤولة عن  المُستقلّةما یعني أنَّ العوامل ، %57.83

MCA/PA.   

إلى  MCA/PAة لنسبة الكُلِّیّ عزى القیم المنخفضة لمعامل التحدید، وعدم معنویة المعادلة تُ و 

 قیم عن رةمعبِّ غیر  نسبةتعكس  الَّتي، المعاملاتبعض في  MCA/PA لـ قیمظهور بعض ال

في  MCA/PAعة لـ فبعض القیم المرتنتُج تَ د قإذ . للبروتین منفصلة الحالّ ، والنشاط تخثُّرلنشاط ا

للنشاط  شدیدة الانخفاض لقیم والمرافقة تخثُّرنشاط اللـ المنخفضة أو المعتدلة القیم لأنزیم ذوا

 المرتفعة القیمفي الأنزیم ذو  MCA/PAلـ  نخفضةقد تنتُج بعض القیم الم كما ،للبروتین الحالّ 

ما یشیر إلى ضرورة اعتماد نشاط . للبروتین الحالّ للنشاط  مرتفعة لقیم والمرافقة تخثُّرنشاط اللـ

  تخثُّرال
ّ
  . إلى جانب هذه النسبة كمعیار لاختیار الأنزیم المُخثِّر النَّوعي
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ختزَلة لمعادلة الانحدار تحلیل التباین: 28الجدول 
ُ
 الحلیب  تخثُّرلنشاط  الم

ّ
نتَجللبروتیاز  النَّوعي

ُ
 تخمیربال الم

  .الصّلب

  المصدر

 درجة

  الحریة

DF 

مجموع مربع 

الانحرافات عن 

  المتوسط

Adj SS 

متوسط مجموع 

مربع الانحرافات 

  عن المتوسط

Adj MS 

  فیشر مؤشِّر

F-Value 

  الاحتمالیّة قیم

P-Value 

 0.000 8.83 32961 593305 18 الانحدار
مُكرَّراتال  1 477 477 0.13 0.724 

خَطِّيّ التأثیر ال  5 153419 30684 8.22 0.000 
 0.559 0.35 1305 1305 1 الكازئین

رطوبةال  1 10794 10794 2.89 0.100 
pH 1 15532 15532 4.16 0.051 

لحرارةا  1 24552 24552 6.57 0.016 
 0.000 27.11 101236 101236 1 الزمن

 0.000 10.63 39687 198436 5 تأثیر تربیع العوامل
كازئینال*كازئینال  1 1829 1829 0.49 0.490 
ةرطوبال*ةرطوبال  1 22750 22750 6.09 0.020 

pH*pH 1 4387 4387 1.17 0.288 
حرارةال*حرارةال  1 80744 80744 21.62 0.000 

نزمال*نزمال  1 90479 90479 24.23 0.000 
الاتجاه ثنائي التفاعل  7 42624 6089 1.63 0.168 

رطوبةال*كازئینال  1 510 510 0.14 0.714 
حرارةال*نكازئیال  1 1584 1584 0.42 0.520 

نزمال*نكازئیال  1 4109 4109 1.10 0.303 
pH* ةرطوبال   1 22905 22905 6.13 0.020 

حرارةال*ةرطوبال  1 2876 2876 0.77 0.388 
pH* نزمال   1 968 968 0.26 0.615 

نزمال* حرارةال  1 9673 9673 2.59 0.119 
 - - 3734 104563 28 الخطأ

التطبیق نقص  24 97538 4064 2.31 0.216 
النقي الخطأ  4 7025 1756 - - 

 - - - 697867 46 المجموع
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 الحلیب  تخثُّرنشاط ات في المتغیِّر تأثیر : 29 جدولال
ّ
ختزَلةوفق المعادلة ( النَّوعي

ُ
نتَجللبروتیاز ) الم

ُ
 الم

   .الصّلب تخمیربال

  التأثیر  العامل
معامل 

  الانحدار

الخطأ 

المعیاري 

  للمعامل

 T قیم

 قیم

  الاحتمالیّة

P-Value  

معامل تضخم 

 VIF التباین

   0.009 2.82- 88.6 249.8-    الثابت
مُكرَّراتال         

1   3.9 10.9 0.36 0.724 1.01 
 11.33 0.559 0.59- 65.1 38.5- 76.9- الكازئین

رطوبةال  65.7 32.9 19.3 1.70 0.100 1.00 
pH 265.3 132.7 65.1 2.04 0.051 11.33 

لحرارةا  333.6 166.8 65.1 2.56 0.016 11.33 
 46.30 0.000 5.21 5.48 28.52 57.05 الزمن

كازئینال*كازئینال  -63.3 -31.7 45.2 -0.70 0.490 1.03 
ةرطوبال*ةرطوبال  223.3 111.7 45.2 2.47 0.020 1.03 

pH*pH -98.1 -49.0 45.2 -1.08 0.288 1.03 

حرارةال*حرارةال  -420.7 -210.4 45.2 -4.65 0.000 1.03 

نزمال*نزمال  -0.7732 -0.3866 0.0785 -4.92 0.000 46.32 
رطوبةال*كازئینال  -31.9 -16.0 43.2 -0.37 0.714 1.00 
حرارةال*نكازئیال  56.3 28.1 43.2 0.65 0.520 1.00 

نزمال*نكازئیال  3.78 1.89 1.80 1.05 0.303 11.33 
pH* ةرطوبال   -214.0 -107.0 43.2 -2.48 0.020 1.00 

حرارةال*ةرطوبال  75.8 37.9 43.2 0.88 0.388 1.00 

pH* نزمال   1.83 0.92 1.80 0.51 0.615 11.33 

نزمال* حرارةال  -5.80 -2.90 1.80 -1.61 0.119 11.33 
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لة لعوامل الاستجابة بالمحتوى الرطوبي المرتفع : تأثیر المحتوى الرطوبي - ارتبطت القیم المُفضَّ

ضمن المستویات المدروسة، ویُفسَّر ذلك بارتفاع انحلالیّة المُغذِّیات، والدرجة المرتفعة لانتفاخ 

وقد بلغت القیمة . جزیئات نخالة القمح ما یؤدِّي إلى ازدیاد السطح المُعرَّض للنشاط المیكروبي

  Fodaإلیها أشار  الَّتي "50%"وتختلف هذه القیمة عن النسبة . 80%ى للمحتوى الرطوبي المثل

  ). 120، 2013( وزملاؤه Khademiو ،)582، 2012( وزملاؤه

، ذكرالفطري لا یُ  نموّ إلى تثبیط إنتاج الأنزیم، كما كان ال pHللـ  3أدَّت القیمة  :pHتأثیر الـ  -

وازداد إنتاج البروتیاز ونشاطه في الدَّرجات . للنموّ وإنتاج الأنزیمات ةعدم مناسبة هذه القیمل

نتائج مشابهة أشار . pH 6.3، وصولاً إلى القیم المثلى للمؤشِّرات المدروسة عند pHالأعلى للـ 

   ).157f، 2001(وزملاؤه  Ayhanإلیها 

إنتاج للبروتیاز بعد الیوم الأوَّل من التحضین، كما كان  لم یظهر أيّ  :تأثیر زمن التحضین -

ساعة  48وازداد الإنتاج والنشاط الأنزیمي بعد . النموّ الفطري ضعیفاً، لعدم كفایة الوقت للإنبات

من التحضین، وتشیر نتائج التحلیل الاحصائي إلى بلوغ المؤشِّرات المدروسة للقیم المثلى بعد 

. ویعود ذلك للوقت اللازم للنموّ والوصول إلى طور الثَّبات ساعة من التحضین، 81.21

 ةدَّ والمُ  ،)248، 2015(وزملاؤه   Araújoإلیهاأشار  الَّتي (hrs 48)وتختلف هذه المُدَّة عن المُدَّة 

(110 hrs) أشار إلیها  الَّتيKhademi  بروتیازانخفض إنتاج الو ). 117، 2013(وزملاؤه 

 العضویَّة الحموضوتراكم  المُغذِّیاتبسبب استنفاد  رُبَّما، ساعة من التحضین 96بعد  هونشاط

 توصَّلنتائج مقاربة . الاسترجاعي التَّثبیط وقد یعود ذلك إلى حدوث. وانخفاض درجة الحموضة

 Fileto-Pérez و ،)584 ،2012(وزملاؤه  Foda، و)1990b، 413(وزملاؤه  Thakur إلیها

     ).380، 2020(وزملاؤه 

درجة  عند لا یُذكر الفطري النموّ  كاننزیم، كما لأل إنتاج لم یُلحظ أي :تأثیر درجة الحرارة -

ویعود ذلك إلى حاجة الفطر المُحِبّ للحرارة إلى درجات أكثر ارتفاعاً لتحقیق النموّ  .C̊ 30حرارة 

حرارة الدرجة نزیم عند للأنشاط  أعلىلوحظ وقد  .اتنزیمالأما ینعكس على تخلیق ، الأمثل

40 C̊.  ر ویعود ذلك إلى  .حرارةالدرجة لعلى الأمستویات النزیم عند الأانخفض نشاط تبخُّ

نتائج مشابهة  .تخمیرلأنزیم في وسط الل جزئي مُحتَمل ، أو تخریبتخمیرالرطوبة في وسط ال



126 
 

 Khademi و ،) 2012،582f(وزملاؤه Foda و ،)1990a ،17f(وزملاؤه  Thakurتوصَّل إلیها 

  .)119، 2013(وزملاؤه 

 ونسبة  :تأثیر تركیز الكازئین -
ّ
، MCA/PAلم یكن للكازئین أثر معنوي في نشاط التخثُّر النَّوعي

تشیر النتائج و . رُبَّما بسبب ضبط مستویات الكازئین ضمن المعاملات بالقرب من النسب المثالیة

، وتظهر قیم 1.33% نسبةعند إضافة الكازئین بستجابة ات الامؤشِّر ق القیم المثلى لإلى تحقُّ 

 )1.5%(قارب الإضافة المثلى للكازئین النسبة تُ . للإضافة ات عند التراكیز الأخرىمؤشِّر أدنى لل

 الَّتي (250%)، وتختلف تماماً عن الـنسبة )119، 2013(وزملاؤه Khademi أشار إلیها  الَّتي

    .)380f، 2020(وزملاؤه  Fileto-Pérezأشار إلیها 

الحصول على  یُحقِّقبما الصّلب  تخمیربالالظروف المثلى لإنتاج البروتیاز   10ن الشكلبیِّ یُ و    

  تخثُّرمن نشاط ال أعلى قیم لكلٍ 
ّ
لت هذه الظروف في تمثَّ  إذ. MCA/PA، ونسبة النَّوعي

ساعة، وضَبط درجة الحموضة الابتدائیة عند  81.21 مُدَّة، لC̊ 41.1درجة حرارة  ندضین عالتح

عند الظروف آنفة الذكر  تخمیرالوقد أعطت عملیة . %1.33 نسبة، وإضافة الكازئین ب6.31

 5.81و ،SU/mg 441.90و، SU/mL 2258.13و، mg/mL 5.11مستخلصاً أنزیمیاً بقیم 

PU/mL، 1.14و PU/mg ،الحلیب، تخثُّر نشاطو  الأنزیمي، المحتوى من لكلٍ  388.66و 

  تخثُّرال نشاطو 
ّ
  ، والنشاط الحالّ للبروتینللبروتین الحالّ  النشاطو  ،النَّوعي

ّ
 ،النَّوعي

  تخثُّرال نشاطكانت قیم  وقد .التَّوالي على  MCA/PAونسبة
ّ
 مقاربة  MCA/PAونسبة النَّوعي

  .التَّواليعلى  355.00و 448.38وفق معادلتي الانحدار وهي  المتوقَّعةللقیم 

قَت المؤشِّرات المدروسة للبروتیاز المُنتَج باستخدام الهذا وقد  الصّلب عن تلك الظاهرة  تخمیرتفوَّ

السائل تحت الظروف المُثلى للإنتاج، وبناءً على ذلك فقد استُخدِمت طریقة  تخمیرباستخدام ال

  . الصّلب في الخطوات اللاّحقة من الدراسة تخمیرال
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ستقلّة كلّ على . )الاستجابة متعدِّدة(الصّلب  تخمیربالأمثلة إنتاج البروتیاز : 10الشكل 

ُ
ثِّل الأعمدة تأثیر العوامل الم

َ
وتمُ

ستقلّة  وتمُثِّل). الصفوف(حدة في عوامل الاستجابة 
ُ
تُحقِّق القیم  الَّتيالخطوط الحمراء العمودیة القیم المثالیة للعوامل الم

وتمُثِّل الخطوط الزرقاء الأفقیة القیم المتوقَّعة لعوامل الاستجابة عند تطبیق القیم المثلى . ابةالمرغوبة لعوامل الاستج

ستقلّة
ُ
). مدرجة باللون الأحمر(وتشیر الأرقام في الصف العلوي إلى مجال القیم لكل عامل وقیمته المثالیة . للعوامل الم

هي الرغبة : (D) ،)مدرجة باللون الأزرق(لعوامل الاستجابة في العمود الأیسر إلى القیم المثلى  (Y)ویشیر الرمز 

الرغبة  مؤشِّرالقیم الأعلى ل نَّ إحیث :  (di≤1≥0)،ةعلى حد مؤشِّرالرغبة المنفصلة لكل : (d)ات، مؤشِّر المركبة لجمیع ال

لةهي القیم  فضَّ
ُ
  . الرغبة المثالیةتحقیق  (1)ل تمُثِّ ، إذ الم

   :جزئیَّةلتنقیة اال 4-4-

باستخدام  المُنتَج Rhizomucor miehei Rm4لبروتیاز مل على تنقیة المستخلص الأنزیمي تمَّ الع

 وقد .تنقیةالملخصاً لخطوات  30ن الجدول بیِّ یُ و  .تحت الظروف المثلى للإنتاج الصّلب تخمیرال

، أضعاف 5.92بمقدار  ةوعیّ النَّ  الفعالیّةأدَّى ترسیب البروتیاز بسلفات الأمونیوم إلى ارتفاع 

ترسیب عند  "5.31" )1075، 2015(وزملاؤه  Amerأشار إلیها  الَّتيتُقارب هذه النسبة تلك 

 الَّتي "3.9"فوق هذه النسبة درجة التنقیة تَ بسلفات الأمونیوم، و  Rhizomucor mieheiبروتیاز 

عند نسب عند استخدام سلفات الأمونیوم وزملاؤه  )Kazemi-Vaysari )2002 ،102أشار إلیها 

 أدَّى فصل الراسب الناتج على عمود الترشیح إلى ازدیادكما  .)80%-20( إشباع مختلفة

، ویعود ذلك لاستبعاد البروتینات ذات وانخفاض في المحتوى البروتیني للبروتیازة النَّوعیّ  الفعالیّة

قیم  11الشكل ن بیِّ یُ و  .الأنزیمي خلال مراحل التنقیةة المُغایرة في المُحضَّر الأوزان الجزیئیّ 

Cur
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ظهرت  وقد .لأجزاء العینة الُمجمَّعة من أنبوب التنقیةالأنزیمیة  الفعالیّةو  الضَّوئیَّةالامتصاصیة 

عند للضوء أعلى امتصاصیة  26-19أظهرت الأجزاء و  ة واحدة،وقِمَّة فعالیّ  ،ة قِمَم بروتینیةدَّ عِ 

 الفعالیّةإذ بلغت الأنزیمیة،  الفعالیّةفي  ارتفاعكما أظهرت هذه الأجزاء  ،nm 280طول موجة 

تي مَّ بما یُحقِّق تطابق قِ  ،ة البروتینیةمَّ للقِ  22في الجزء  (SU/mL 404.99)الأنزیمیة أقصاها 

 8.5بدرجة نقاوة تعادل  اً أنزیمی اً ر حضَّ مُ  مع هذه الأجزاءجَ  أعطىقد و . الأنزیمیة الفعالیّةالبروتین و 

ویعود تَشكُّل  .%4.9نزیمیة مقدارها أحصیلة بو ، الخامر الأنزیمي حضَّ بالمقارنة مع المُ  أضعاف

   .القمم البروتینیة الأخرى إلى وجود بروتینات أُخرى في المُحضَّر الأنزیمي

نتَج للبروتیازالتنقیة  مراحل :30الجدول 
ُ
  .Rhizomucor miehei من الم

خطوات 

  التنقیة

 الحجم
(mL)  

 الفعالیّة

الإنزیمیة 

(SU/mL)  

 ةالكُلِّیّ  الفعالیّة
(SU)  

تركیز 

البروتین 

(mg/mL)  

 الفعالیّة

ة النَّوعیّ 

(SU/mg)  

 معامل

  التنقیة

 المردود

%  

 الأنزیم

  الخام
68 2258.13  153552.84 5.11 441.90 1 100 

الترسیب 

بسلفات 

  الأمونیوم

10 13548.78  135487.8 5.18 2617.21 5.92 88.24  

التنقیة 

بهالم 

Sephadex 
G-100  

8 282.27  2258.13 0.08 3756.18 8.50 4.9 
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وئیَّةقیم الامتصاصیة  :11الشكل  ترشیح بروتیاز الأنزیمیة لأجزاء العینة الناتجة عن  الفعالیّةو  الضَّ

Rhizomucor miehei Rm4 )رسَّب بسلفات الأمونیوم
ُ
  بأبعاد( Sephadex-G 100 عمودخدام باست، )الم

2.6 × 30 cm ، 0.02 الموازن بدارئ فوسفاتو M; pH 6عدَّل، ب
ُ
  ).mL/min 1جریان  م

  

  :معاملات التطفیر 5-4-

  :البنفسجیَّةفوق  شعّةباستخدام الأالتطفیر  1-5-4-

بالمقارنة مع  البنفسجیَّةفوق  شعّةبوساطة العزلات المُعرَّضة للأ البروتیاز إنتاج 31یُبَیِّن الجدول 

رات معاملة تغیُّ  19، أظهرت البنفسجیَّةفوق  شعّةمعاملة بالأ 25بدءاً من  .الطبیعیَّةالعزلة 

 تخثُّرثة زیادة في نشاط حدَ من الطفرات المُ  79%معنویة في فعالیة البروتیاز، وقد أظهر حوالي 

للبروتین، بینما أظهرت باقي المعاملات انخفاضاً  الحالّ النشاط  /تخثُّرالحلیب، ونسبة نشاط ال

 ،UV15*25 (15 cm, 25 sec)ات للمعاملة مؤشِّر فقد لوحظ ازدیاد في قیم ال .اتمؤشِّر في هذه ال

ات في مؤشِّر ولوحظ ازدیاد معنوي في قیم ال .لكن لم یظهر اختلاف معنوي بالمقارنة مع الشاهد

، UV 10*20و، UV10*10و، UV10*5و، UV5*25و، UV5*20و، UV5*15المعاملات 
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، UV20*25و، UV20*20و ،UV20*5و، UV15*20و، UV15*15و ،UV15*5و

 طفرة إلى ظهور UV10*25 (10 cm, 25 sec)المعاملة  تدَّ أوقد  .UV25*25و، UV25*10و

في إنتاج البروتیاز وفق جمیع  )البنفسجیَّةفوق  شعّةالمعاملة بالأ( قة على باقي العزلاتمتفوِّ 

، 1.75ناً بمقدار ج بوساطة هذه الطفرة تحسُّ نتَ أظهر المستخلص الأنزیمي المُ  إذ ،اتمؤشِّر ال

 الحلیب  تخثُّرفي المحتوى الأنزیمي، ونشاط ضِعفاً  1.44، 1.96، 3.43
ّ
 تخثُّر، ونشاط الالكُلِّي

 
ّ
 .الطبیعیَّةبالمقارنة مع العزلة  التَّواليللبروتین، على  الحالّ النشاط  /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

 ،UV25*15 لمعاملتینل اتمؤشِّر قیم ال في البنفسجیَّة فوق شعّةلأا أثر اختلف ظهور

وأدّت المعاملتین  .البعض الآخر انخفض بینما ،اتمؤشِّر ازدادت قیم بعض ال إذ ،UV20*15و

UV5*5 و UV5*10 فیما عدا المحتوى البروتیني ات الأنزیمیة مؤشِّر لاقیم إلى انخفاض

 تكن هذه الاختلافات معنویة ، لكن لمUV5*10بوساطة العزلة  المُنتَجللمستخلص الأنزیمي 

 ات في المعاملاتمؤشِّر في قیم الواضح بینما ظهر انخفاض معنوي . الشاهد بالمقارنة مع

UV20*10و ،UV25*5و ،UV10*15، تخثُّروانخفض نشاط ال  
ّ
إلى أدنى قیمة في  الكُلِّي

  تخثُّرنشاط القیمة لأدنى  سُجِّلَت، كما UV25*20المعاملة 
ّ
 في MCA/PA، ونسبة النَّوعي

الحلیب  تخثُّرنشاط ن إلى تحسُّ ) 1,3,5 ،2014(وزملاؤه  Tajikأشار  .UV15*10المعاملة 

 
ّ
 ، و الكُلِّي

ّ
ج بوساطة طفرة نتَ في البروتیاز المُ  للبروتین الحالّ النشاط  /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

أشار كما  .(nm, 20 cm, 52 sec 280)ة شعاعیّ الإ ةجرعالثة في ذات الفطر باستخدام حدَ مُ 

Mattern  طفرات منقوصة البروتیاز  استحداثإلى  )336-332، 1992(وزملاؤه(Protease-

deficient mutants) في فطر Aspergillus niger إفراز یخضع  .البنفسجیَّةفوق  شعّةبوساطة الأ

یعود اختلاف و  .(Snyman et al., 2019, 5519)ات والجینات المُنظِّمة البروتیاز للعدید من الآلیّ 

الحاصل اختلاف الأثر  في تحسین أو تثبیط إنتاج البروتیاز إلى البنفسجیَّةفوق  شعّةتأثیر الأ

ات واختلاف عملیّ ، رةتبعاً لطبیعة وعدد القواعد النتروجینیة المتأثِّ  DNAعلى مستوى الـ 

وئیَّةات المُنتَجأدّى تكوین  رُبَّما. الإصلاح أو  ةأو تضاعف شیفرة واحد أو استبدال إلى حذف الضَّ

 أو ةإیجابیّ  طفرات حدوث وبالتالي، همة لتخلیقنظِّ أو الجینات المُ  ،أكثر للبروتین المُشفِّر للبروتیاز

في بعض في إنتاج البروتیاز  البنفسجیَّةفوق  شعّةر للأطفِّ ویعود غیاب الأثر المُ  .ةسلبیّ 

ة للدنا حتى یمكنه استعادة البنیة الأصلیّ  الَّذي، DNA photolyasesإلى نشاط أنزیم المعاملات 

  . (Vechtomova et al., 2021, 6)في الظلام 
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 توقد أشار . في الحمض النووي الضَّررإحداث  علىیعتمد  الطفرةحدوث  أنَّ من المعروف   

 Zhangإذ أشار . حدوث الطفرات بازدیاد جرعة المطفر مُعدَّلبعض الدراسات إلى ازدیاد 

في إیجابي لحدوث طفرات إنتاج البروتیاز  مُعدَّلإلى حدوث أعلى  )405f، 2016( وزملاؤه

Rhizomucor miehei 90 مُدَّةل البنفسجیَّةفوق  شعّةعند التعریض للأ sec  القتل  مُعدَّلحیث كان

طفرات الإیجابي لحدوث  مُعدَّلإلى حدوث أعلى  كما أشار الباحثون في دراسة سابقة .%87.57

حیث  min 15 مُدَّةل البنفسجیَّةفوق  شعّةعند التعریض للأ) Aspergillus oryzae )%5.41في 

 )5f ،2014(وزملاؤه  Tajik واعتمد .(Zhang et al., 2014, 315) 81.90%القتل  مُعدَّلكان 

 Rhizomucorطفرات في اللإحداث  البنفسجیَّةفوق  شعّةللقتل لأمثلة جرعة الأ مُعدَّلأعلى 

miehei.  ،باحثون آخرون خلاف ذلك، فقد أشار  افترضومن جهة أخرىShibai  وزملاؤه

جرعة ب البنفسجیَّةفوق  شعّةتراكم الطفرات المحدثة بالأ مُعدَّلإلى عدم ارتباط  )2، 2017(

سواءً كانت ارتباط حدوث الطفرة  مإلى عد) 31الجدول (وتشیر النتائج في هذه الدراسة  .المطفِّر

 ةیّ الإشعاع جرعةال بازدیاد رورةبالضَّ  المؤشِّرات قیم رغیَّ تت لمإذ  .ة بجرعة المطفِّرة أو سلبیّ إیجابیّ 

 لمفعلى سبیل المثال،  .الإشعاعي مصدرال من المسافة تخفیض أو/  و شعیعالت مُدَّة زیادةبسواءً 

 المسافة تخفیض دعن UV10*25 الطفرة فيعنها  UV5*25 الطفرة في اتمؤشِّر قیم ال نتتحسَّ 

 منها أعلى UV5*25و UV5*20 طفراتال في اتمؤشِّر ال قیم تكن لمو . الإشعاعي مصدرال عن

 المعاملات بعض في طفرات وجود حظلیُ  لم كما. التشعیع مُدَّة زیادة عند UV5*15 ةطفر ال في

عند  حدوث الطفرة إمكانیّةوتشیر هذه النتائج إلى . ةمن الجرعة الإشعاعیّ  الأعلى المستوى ذات

، ولا یرتبط حدوث وويّ في الحمض النَّ  الضَّررنة كافیة لإحداث عیَّ ر لعتبة مُ طفِّ تجاوز جرعة المُ 

 وزملاؤه Zhangأشار إلیه وهذا یخالف ما  .ر عند تجاوز هذه العتبةطفِّ بجرعة المُ الطفرة 

)2016 ،405f.(     
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  .الطبیعیَّةبالمقارنة مع العزلة  البنفسجیَّةفوق  شعّةة بالأعاملالبروتیاز بوساطة العزلات المإنتاج : 31الجدول 

 /تخثُّرنشاط ال

  الحالّ النشاط 

 الحالّ النشاط 

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

 الحالّ النشاط 

 للبروتین
(PU/mL) 

نشاط 

 تخثُّرال

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

نشاط 

تخثُّرال  
(SU/mL) 

المحتوى 

 البروتیني
(mg/mL) 

رمز 
  المعاملة المعاملة

385.82abc 1.17a 5.69ade 449.75abg 2190.85ak 4.87ab B الشاهد 
  UV 

362.15abe 1.18a 5.78ade 425.04ag 2082.89ak 4.90a UV5*5 5cm*5sec 
363.67abe 1.21a 5.70ade 437.81abg 2062.15ak 4.71abc UV5*10 5cm*10sec 
539.27ac 1.60a 10.40bc 997.49c 5506.47b 6.52d UV5*15 5cm*15sec 
544.20ac 1.58a 8.43abe 844.55c 4422.29c 5.32ae UV5*20 5cm*20sec 
574.97cg 1.24a 6.43abde 713.42e 3681.56di 5.16af UV5*25 5cm*25sec 
503.47acd 1.16a 5.93ade 583.41fh 2975.54e 5.10af UV10*5 10cm*5sec 
550.98ac 1.24a 6.33abde 679.42e 3471.47di 5.11af UV10*10 10cm*10sec 
296.92be 1.39a 5.13ade 410.69gjl 1519.07f 3.70gh UV10*15 10cm*15sec 
567.69cfg 1.49a 8.92abef 824.61c 4922.93j 5.97de UV10*20 10cm*20sec 
554.56ac 1.63a 13.90c 880.46c 7514.71h 8.54i UV10*25 10cm*25sec 
552.92ac 1.32a 6.84abde 730.44e 3776.79i 5.17af UV15*5 15cm*5sec 
246.38bh 1.43a 4.90de 353.03j 1207.45fg 3.42g UV15*10 15cm*10sec 
554.84ac 1.61a 9.18abf 857.75c 4880.61j 5.69efj UV15*15 15cm*15sec 
553.88ac 1.62a 10.30bc 870.80c 5538.29b 6.36dj UV15*20 15cm*20sec 
377.92abc 1.27a 6.20abde 477.47akl 2325.20a 4.87ab UV15*25 15cm*25sec 

455.55aecdi 1.31a 6.55abde 594.20f 2959.47e 4.98a UV20*5 20cm*5sec 
308.59bde 1.42a 5.18ade 435.66ag 1585.97fl 3.64gh UV20*10 20cm*10sec 
392.56abc 1.34a 5.67ade 522.16kh 2198.48ak 4.21bh UV20*15 20cm*15sec 
549.94ac 1.22a 6.23abde 665.65e 3388.59d 5.09af UV20*20 20cm*20sec 
579.71c 1.53a 12.97cf 868.87c 7341.95h 8.45i UV20*25 20cm*25sec 

380.18abc 1.30a 5.15ade 488.65ak 1937.56kl 3.97gh UV25*5 25cm*5sec 
458.46acei 1.29a 6.11ade 583.07fh 2769.65e 4.75abc UV25*10 25cm*10sec 
369.13afehi 1.38a 5.66ade 505.38bk 2077.25ak 4.11ch UV25*15 25cm*15sec 
292.88bi 1.40a 3.71d 406.93gj 1074.44g 2.64k UV25*20 25cm*20sec 
446.23abc 1.33a 6.23abde 587.00fh 2753.24e 4.69abc UV25*25 25cm*25sec 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م
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  :الأمواج المیكرویّةباستخدام التطفیر  2-5-4-

عائد ونشاط البروتیاز المُنتَج بوساطة العزلات المُعرَّضة للأمواج المیكرویّة  32یُبَیِّن الجدول 

، إذ لم یمكن sec 210أُجریت المعاملات لفترات تصل إلى وقد . الطبیعیَّةبالمقارنة مع العزلة 

للنتائج التحلیل الإحصائي  یُبیِّنو . لفترات أطول المیكرویّة على الأثر الحراري للأمواج السَّیطرة

كانت الأمواج  إذ، بالمقارنة مع الشاهد ظهور الاختلافات المعنویة في جمیع المعاملات

غیر الحراري ، ما یؤكِّد دور الأثر قادرة على إحداث الطفرات في جمیع المعاملات المیكرویّة

  اج المیكرویّةللأمو 
ّ
ت أربع أدَّ فقد . لحدوث الطفرة في إحداث الطفرات فوق المستوى التلقائي

هي الفائقة في  MW150لإنتاج للبروتیاز، وكانت الطفرة معاملات إلى ظهور طفرات مرتفعة ا

ناً بمقدار أظهر المستخلص الأنزیمي المُنتَج بوساطة هذه الطفرة تحسُّ  وقد .جمیع المؤشِّرات

الحلیب  تخثُّرالمحتوى الأنزیمي، ونشاط  من كلٍ  ضِعفاً في 2.18، 1.98، 3.68، 1.86

 
ّ
  تخثُّر، ونشاط الالكُلِّي

ّ
 التَّواليللبروتین، على  الحالّ النشاط  /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

ة في السَّلبیّ ة و من الطفرات الإیجابیّ  قد لوحظ ظهور كلٍ و  .الطبیعیَّةبالمقارنة مع العزلة 

مع بالمقارنة  23.11%بمقدار  MW180انخفض إنتاج البروتیاز في الطفرة المعاملات، إذ 

وزملاؤه  Liوقد أشار  .هو الأعلىة حدوث الطفرات الإیجابیّ  مُعدَّلكان و  .الطبیعیَّةالعزلة 

 Trichodermaفطر  منلسیلولاز الإنتاج ل فائقة الحصول على طفرات إلى) 194، 2010(

viride  مماثلةتشعیع جرعات ب ةالأمواج المیكرویّ محدثة بوساطة (2450 MHz; 15-195 sec).  

أشار فقد . ةرات داخل الخلیّ أثیر غیر الحراري للأمواج المیكرویّة بالعدید من التغیُّ یرتبط التَّ  

Grünefeld وRichert )2006 ،815( استقلاب الـ  مُعدَّلارتفاع  إلىDNA عریضالتَّ  بفعل 

 من أقل تمُعدَّلا المیكروویف بمساعدة النووي الحمض تولیفات تطلُّبو ، المیكرویّةلأمواج ل

 أكَّدكما  .الطبیعیَّةتحدث في الظروف  الَّتي تلك من لأق اقتران فترات أو/  و ،الفوسفورامیدات

Shaw  الأوكسجین حفِّز إنتاج أنواع یُ  المیكرویّةض للأمواج عرُّ التَّ  أنَّ ) 7، 2021(وزملاؤه

حُذفت بعض  تضاعفت الجینات المُرمِّزة للبروتیاز أو رُبَّما. داخل الخلایا (ROS) ةالتفاعلیّ 

، ما أدَّى إلى المیكرویّةلأمواج اجم عن التعریض لالنَّ  DNAالقواعد خلال الاستقلاب السریع للـ 

 المیكرویّةالأمواج  أدَّت رُبَّماول. مرتفعة للبروتیاز وأخرى منخفضة ضمن المعاملاتفعالیة ظهور 

وانتظامها القطب  اتتدویر ثنائیّ  تبها سبَّ تسریع الأیونات واصطدامها بباقي الجزیئات، أو أنَّ  إلى



134 
 

الـ بنیة  في تغییر إلى الناتج الكهربائي المجال فقد أدَّى ، وبالتاليبشكل متناوب وبسرعة عالیة

DNA ة والثالثیّ  ثانویّةال(Sato et al., 1996, 145-150) ما یترتب على ذلك ظهور صفات جدیدة ،

 مُدَّةب) سلبیة أو إیجابیة(ظهور الطفرات  مُعدَّلهذا ولم یرتبط  .في الخلایا المُعرَّضة للأمواج

 اتالطفر  حدوث مُعدَّلازدیاد  حول) 198، 2010(وزملاؤه  Li إلیه أشارخلافاً لما  ،ضالتعرّ 

  .المیكرویّةض للأمواج التعرُّ  مُدَّةبازدیاد  الإیجابیة

  .الطبیعیَّةبالمقارنة مع العزلة  المیكرویّةمواج بالأ عاملةإنتاج البروتیاز بوساطة العزلات الم: 32الجدول 

 /تخثُّرنشاط ال

  الحالّ النشاط 

 الحالّ النشاط 

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

النشاط 

 الحالّ 

 للبروتین
(PU/mL) 

نشاط 

 تخثُّرال

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

تخثُّرنشاط ال  
(SU/mL) 

المحتوى 

 البروتیني
(mg/mL) 

رمز 
  المعاملة المعاملة

385.82abc 1.17a 5.69ade 449.75abg 2190.85ak 4.87ab B الشاهد  

  
الأمواج 

  المیكرویّة

543.03b 1.32a 6.74a 712.75bc 3642.37b 5.11a MW90 90 sec 
539.10b 1.29a 6.47a 693.08b 3479.17b 5.02a MW120 120 sec 
838.51c 1.06b 9.62b 890.15d 8063.19c 9.06b MW150 150 sec 
333.98a 1.30a 5.11a 429.78a 1684.51d 3.92c MW180 180 sec 
558.16b 1.34a 6.95a 746.48c 3874.38b 5.19a MW210 210 sec 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م

  :إیثیل سلفونات المیثانباستخدام التطفیر  3-5-4-

إیثیل سلفونات المیثان بالمقارنة مع ب البروتیاز بوساطة العزلات المُعاملة إنتاج 33یُبَیِّن الجدول 

طفرات  5، وطفرة ذات نشاط منخفض للبروتیاز 24 أدّت المعاملات إلى ظهور. الطبیعیَّةالعزلة 

مقارنة مع بال أثر معنوي في إنتاج البروتیاز المتبقِّیةمرتفع، ولم ینتج عن المعاملة  نشاطذات 

ت امؤشِّر إلى ازدیاد قیم بعض ال EMS20*10 (20µg; 10 min)أدَّت المعاملة  إذ .الطبیعیَّةالعزلة 

هذه القیم بالمقارنة مع  لم یظهر اختلاف معنوي فيالآخر لكن  بعضهاالمُقاسة وانخفاض 

إلى ازدیاد قیم EMS65*30 ، وEMS65*20، وEMS35*30و ،EMS20*20 أدَّت المعاملاتبینما  ،الشاهد

 إلى EMS35*20أدَّت المعاملة و  .منهابعض المعنوي في  اختلاف مع ظهورت امؤشِّر الجمیع 

أظهر المستخلص الأنزیمي المُنتَج بوساطة هذه الطفرة  إذظهور طفرة فائقة لجمیع المعاملات 

 الحلیب  تخثُّرنشاط  من ضِعفاً في كلٍ  1.40، 1.46، 1.53ناً بمقدار تحسُّ 
ّ
، ونشاط الكُلِّي
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  تخثُّرال
ّ
بالمقارنة مع العزلة  التَّواليللبروتین، على  الحالّ النشاط  /تخثُّر، ونسبة نشاط الالنَّوعي

 إلى ظهور طفرات سلبیة في إنتاج البروتیاز حیث انخفضتبقیة المعاملات  أدَّتوقد . الطبیعیَّة

لت أعلى نسبة بالمقارنة مع الشاهد، وقد  بشكل معنوي اتمؤشِّر قیم جمیع ال في ض انخفلالسُجِّ

  تخثُّرنشاط ال
ّ
 بمقدار ، إذ انخفضEMS65*40في المستخلص الأنزیمي الناتج عن الطفرة  الكُلِّي

  )kumar )2015 ،8أشار وقد  .الطبیعیَّةبالمقارنة مع العزلة  %59.13
ّ
 إلى ظهور أثر سلبي

كما أشار  .EMSبفعل المعاملة بـ  Aspergillus terreusفي إنتاج الأنزیمات في فطر  مُشابِه

Lai  ظهور كلٍ إلى  )625، 2004(وزملاؤه  
ّ
 والسَّ  من الأثر الإیجابي

ّ
في نشاط  للتطفیر لبي

) 326، 2013(وزملاؤه  Ribeiro وقد عزا .EMS ثة بوساطةحدَ الطفرات المُ في البروتیاز 

إلى  Ashbya gossypiiفي  EMS ثة بوساطةحدَ التحسن في إفراز الأنزیمات في الطفرات المُ 

ى الاستبدال المتكافئ للقواعد النتروجینیة أدّ  رُبَّما. في المسارات الاستقلابیة للأنزیم طفیرالتَّ تأثیر 

 .إنتاج البروتیاز، ما أدّى إلى تحفیز أو تثبیط لبروتیازمة لنظِّ إلى تحویر الجینات المُ  EMSبفعل 

المتكافئ إلى حذف قاعدة أو أكثر من الحمض النووي، ما أدّى إلى تحویر أدّى الاستبدال  رُبَّماول

بـ  خاصّةفي المعاملات ال لبیةالطفرات السَّ هذا وقد كانت نسبة حدوث . البروتیاز أو فقده لنشاطه

EMS وهذا یوافق ما أشار إلیه  .منها في معاملات التطفیر الأخرى أعلىRadha  وزملاؤه

 ثة بوساطةالمُحدَ  الطفرات في البروتیاز إنتاج في نالتحسُّ ق نسبة تفوُّ حول ) 1525، 2012(

معاملات في  الحالّ هو كما و . EMS ثة بوساطةالمُحدَ  الطفرات في عنها البنفسجیَّة فوق شعّةالأ

  . المُطفِّربجرعة  اً مرتبط، لم یكن حدوث الطفرات البنفسجیَّةفوق  شعّةالأمواج المیكرویّة والأ
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  .الطبیعیَّةإنتاج البروتیاز بوساطة العزلات المعاملة بإیثیل سلفونات المیثان بالمقارنة مع العزلة : 33الجدول 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م

  

  

  

  

 /تخثُّرنشاط ال

  الحالّ النشاط 

 الحالّ النشاط 

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

النشاط 

 الحالّ 

 للبروتین
(PU/mL) 

نشاط 

 تخثُّرال

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

تخثُّرنشاط ال  
(SU/mL) 

المحتوى 

 البروتیني
(mg/m

L) 

  المعاملة رمز المعاملة

385.82abc 1.17a 5.69ade 449.75abg 2190.85ak 4.87ab B الشاهد  

  EMS 
413.11hcj 1.06ab 5.20abc 434.42abd 2128.70ab 4.90a EMS20*10 20µ * 10m 
449.73abhc 1.02a 5.43abc 459.56ad 2435.82c 5.30b EMS20*20 20µ * 20m 
231.81fek 1.21ab 3.91b 278.03cn 895.31d 3.22c EMS20*30 20µ * 30m 
320.25deij 1.36ab 4.80abc 434.63abd 1530.00e 3.52d EMS20*40 20µ * 40m 
329.74deij 1.32ab 4.53abc 432.53ab 1483.64e 3.43d EMS20*50 20µ * 50m 
309.49defik 1.42b 4.58abc 434.77abd 1400.07ef 3.22c EMS20*60 20µ * 60m 
358.00dicj 1.15ab 4.95abc 408.06bef 1762.96j 4.32e EMS35*10 35µ * 10m 
543.87ab 1.22ab 6.23c 657.45g 3360.01h 5.11f EMS35*20 35µ * 20m 
460.57abh 1.07ab 5.33abc 491.65h 2448.73c 4.98ag EMS35*30 35µ * 30m 
231.52fke 1.19ab 4.19ab 273.82c 962.62d 3.52d EMS35*40 35µ * 40m 
278.42eki 1.16ab 4.32ab 321.41im 1194.10g 3.72h EMS35*50 35µ * 50m 
291.62dei 1.14ab 4.45ab 331.33im 1292.32fgk 3.90ip EMS35*60 35µ * 60m 
301.40dei 1.43b 5.17abc 429.94ab 1550.07e 3.61dh EMS50*10 50µ * 10m 
380.17bcd 1.12ab 5.25abc 421.99abe 1983.34blm 4.70jk EMS50*20 50µ * 20m 
389.50bcj 1.08ab 5.21abc 418.25befj 2016.03al 4.82aj EMS50*30 50µ * 30m 
279.29fei 1.14ab 4.37abc 315.45im 1211.45g 3.84hip EMS50*40 50µ * 40m 
384.40djch 1.21ab 4.93abc 464.49dh 1883.09jln 4.06lo EMS50*50 50µ *50m 
365.49dicj 1.22ab 4.82abc 442.66adj 1748.57j 3.95il EMS50*60 50µ * 60m 
401.35chdj 1.23ab 5.12abc 493.00h 2046.10aln 4.15o EMS65*10 65µ *10m 
455.75bch 1.23ab 5.68abc 556.49k 2576.84co 4.63kmn EMS65*20 65µ *20m 
473.93abh 1.13ab 5.71ac 532.52k 2681.69o 5.04fg EMS65*30 65µ * 30m 
221.24f 1.15ab 4.06ab 254.33c 895.30d 3.52d EMS65*40 65µ * 40m 

365.22djci 1.09ab 5.05abc 390.77e 1813.34jmip 4.64kmn EMS65*50 65µ * 50m 
357.80dji 1.13ab 5.32abc 403.90be 1894.53jlp 4.69km EMS65*60 65µ * 60m 
377.73hcd 1.11ab 5.21abc 415.77belj 1958.40lin 4.71jm EMS80*10 80µ * 10m 
232.83fke 1.16ab 4.25ab 269.49c 983.70d 3.65h EMS80*20 80µ * 20m 
385.17bcd 1.15ab 5.19abc 438.81adfl 1983.34bnp 4.52n EMS80*30 80µ * 30m 
277.13fe 1.12ab 4.28ab 307.38mn 1177.34g 3.83ip EMS80*40 80µ * 40m 

373.06hcdk 1.10ab 4.98abc 407.83bel 1847.55jlp 4.53n EMS80*50 80µ * 50m 
274.52efki 1.26ab 5.20abc 345.70i 1420.90ek 4.11o EMS80*60 80µ * 60m 
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  :الوراثي للطفرات المغربلة الثَّبات 4-5-4-

ثمانیة  بعدة التغیُّر الوراثي لاختبار ثباتیّ MW150 و ،EMS35*20، وUV10*25تمَّ اختیار الطفرات 

یُبَیِّن و  .ضة لعوامل التطفیر ضمن كل مجموعةعرَّ قها على باقي العزلات المُ بناءً على تفوّ  أجیال

لمقارنة لإنتاج البروتیاز ما بین الجیل  34الجدول  لم تكن والجیل الثامن للطفرات المغربلة،  الأوَّ

 المُنتَجقاسة للمستخلص الأنزیمي رات المُ المؤشِّ ظهر انخفاض في ، و مستقرَّة UV10*25الطفرة 

من عدم ثباتیة الطفرة  بالرّغمو  للطفرة، الأوَّلأجیال بالمقارنة مع الجیل  8بوساطة هذه الطفرة بعد 

EMS35*20  الطفرات غیر  حدوثإنَّ و  .اً إیجابیاً في المؤشِّرات المُقاسةتغیُّر الجیل الثامن فقد أظهر

 ,Auerbach, 2013) البنفسجیَّةفوق  شعّةوالأ الكیمیائیَّةالمُطفِّرات  مع الظهورشائع  مستقرَّةال

 وقد .ثمانیة أجیال بعد أكثر استقراراً  (MW150)كانت الطفرة المُحدثة بالأمواج المیكرویّة  .(445

لفي الجیلین  كانت المؤشِّرات الأنزیمیة المُقاسة متماثلة تقریباً  فقد  ،وبناءً على ذلك. والثامن الأوَّ

    .حقة من الدراسةتمَّ اختیار هذه الطفرة للخطوات اللاّ 

  .إنتاج البروتیازفي  الطفرات المغربلةثباتیة : 34الجدول 

نشاط 

 /تخثُّرال

  الحالّ النشاط 

النشاط 

 الحالّ 

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

النشاط 

 الحالّ 

 للبروتین
(PU/mL) 

نشاط 

 تخثُّرال

 
ّ
 النَّوعي

(SU/mg) 

تخثُّرنشاط ال  
(SU/mL) 

المحتوى 

 البروتیني
(mg/mL) 

 الطفرات

لالجیل   الأوَّ  
838.51 1.06 9.62 890.15 8063.19 9.06 MW150 
554.56 1.63 13.90 880.46 7514.71 8.54 UV10*25 
543.87 1.22 6.23 657.45 3360.01 5.11 EMS35*20 

 الجیل الثامن 
878.74 1.11 9.13 972.48 8022.92 8.25 MW150 
592.76 1.42 9.11 842.43 5400.00 6.41 UV10*25 
565.55 1.70 8.87 961.00 5016.44 5.22 EMS35*20 
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 Rhizomucor mieheiالمُنتَج من العزلة المُطفَّرة  لبروتیازالجزئیة لتنقیة ال 5-5-4-

MW150:  

حیث أدَّى  ،Rhizomucor miehei MW150لبروتیاز  تنقیةالصاً لخطوات ملخَّ  35ن الجدول بیِّ یُ 

 .أضعاف 5.22بمقدار  النوعیة للأنزیم الفعالیّةترسیب البروتیاز بسلفات الأمونیوم إلى ارتفاع 

ة للبروتیاز وانخفاض النَّوعیّ  الفعالیّةكما أدَّى فصل الراسب الناتج على عمود الترشیح إلى ازدیاد 

وئیَّةقیم الامتصاصیة  12الشكل ن بیِّ یُ و . في المحتوى البروتیني لأجزاء الأنزیمیة  الفعالیّةو  الضَّ

بالعینة  عند للضوء أعلى امتصاصیة  27- 16أظهرت الأجزاء  وقد .ة من أنبوب التنقیةالُمسَرَّ

 الفعالیّةالأنزیمیة، إذ بلغت  الفعالیّةفي  ارتفاعكما أظهرت هذه الأجزاء  .nm 280طول موجة 

 ة البروتینیة، وقد أعطى جمع هذه الأجزاءللقمّ  21في الجزء  (SU/mL 670)الأنزیمیة أقصاها 

، الخامر الأنزیمي حضَّ بالمقارنة مع المُ  أضعاف 5.19ل عادِ مُحضَّراً أنزیمیاً بدرجة نقاوة تُ 

ر الناتج كما تَ . %4.01نزیمیة مقدارها أحصیلة بو  من خلال ظهر الدرجة المرتفعة لنقاوة المُحضَّ

  .الأنزیمیة الفعالیّةتي البروتین و مَّ ق قِ تطابُ 

نتَج للبروتیازالتنقیة  مراحل :35الجدول 
ُ
  .MW150 Rhizomucor miehei من الم

خطوات 

  التنقیة

 الحجم
(mL)  

 الفعالیّة

نزیمیة الأ 

(SU/mL)  

 ةالكُلِّیّ  الفعالیّة
(SU)  

تركیز 

البروتین 

(mg/mL)  

 الفعالیّة

ة النَّوعیّ 

(SU/mg)  

 معامل

  التنقیة

 المردود

%  

 الأنزیم

  الخام
60 8063.19 483791.30 9.06 890.15 1.00 100 

الترسیب 

بسلفات 

  الأمونیوم

10 41766.11 417661.10 8.98 4651.01 5.22 86.33 

التنقیة 

 المبه

Sephadex 
G-100  

12 485.93 5831.16 0.11 4618.85 5.19 4.01 
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رسَّب بسلفات الأمونیوم( Rhizomucor miehei MW150ترشیح بروتیاز  :12الشكل 
ُ
خدام عمود باست، )الم

Sephadex-G 100 )30 × 2.6  بأبعاد cm ، 0.02 الموازن بدارئ فوسفاتو M; pH 6عدَّل، ب
ُ
 1جریان  م

mL/min.(  

  :والمُطفَّرة الطبیعیَّةتین المُنتَج من العزل بروتیازتوصیف ال 6-4-

  :تقدیر الوزن الجزیئي 1-6-4-

 لأجزاء الناتجة عن مراحل التنقیةلالرحلان الكهربائي  عملیة نتائج 13 یُبیِّن الشكل

 أظهر فقد ،)Gالمسار ( الدَّالَّةبالمقارنة مع هجرة البروتینات ) A ،B ،C ،D ،E ،Fالمسارات (

یُشیر إلى نقاوة المُحضَّر ، ما واحدة حزمة بروتینیة F)و (C ي الأنزیم المُنقَّىمسار  من كلٌ 

 الدَّالَّةة للبروتینات لأوزان الجزیئیّ ا لوغاریتم قیمتتمثَّل فیه  الَّذي القیاسي المنحني رُسِمَ  .الأنزیمي

 للحزم البروتینیةقُدِّرَت الأوزان الجزیئیة و  ،)14الشكل ( البروتینات لتلك النسبیة حركةمقابل ال

، كما kDa 39.77حوالي  Rm4بلغ الوزن الجزیئي لبروتیاز العزلة و  .اتجةلعلاقة النّ اً لوفقالمطلوبة 

 
ّ
  یختلف .kDa 40.62بحوالي  Mw150لبروتیاز العزلة  قُدِّرَ الوزن الجزیئي

ّ
 الوزن الجزیئي
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 kDa 15 بحوالي Bacillus subtilisللبروتیاز من  الوزن الجزیئيّ  رَ دِّ فقد قُ للبروتیاز تبعاً لمصدره، 

(Adinarayana et al., 2003, 443)، 23و kDa  24و kDa من عزلات Nesterenkonia halobia 

(Gessesse et al., 2003, 521)، 32و kDa  فيAspergillus clavatus (Hajji et al., 2007, 

في  kDa 124و ،Aspergillus flavus (Hossain et al., 2006, 163)في  kDa 46و ،(793

Aspergillus fumigates (Wang et al., 2005, 662).  وفقاً لطریقة  یختلف الوزن الجزیئيّ وقد

 Rhizomucorمن فطر  Mucorpepsinقُدِّر الوزن الجزیئي لأنزیم مة، إذ التقدیر المُستخدَ 

pusillus 49 بحوالي kDa يالحجم ستبعادالاكروماتوغرافیا طریقتي ستخدام با (Sephadex G-

 Abdelouahab) ةالأمینیّ  الحموضبالاعتماد على تحلیل  kDa 46والرحلان الكهربائي، و (100

et al., 2015, 350ff).  تقُارب النتائج ما أشار إلیه وDa Silva  1062، 2016(وزملاؤهf( "37 

kDa"، وPreetha و Boopathy)1997 ،574 ("40.5 kDa".  

  
  Aیُمَثِّل إذ، SDS-PAGEعن مراحل التنقیة باستخدام  الناتجة البروتین لعینات الكهربائي الرحلان: 13الشكل 

 اتعین Eو Bالمسار و ، التَّواليعلى  MW150و Rm4للعزلتین  نزیم الخاملأ عینة االبروتینات في  يمسار  Dو

 تاعین Fو Cالمسار و  ،التَّواليعلى  MW150و Rm4للعزلتین  سلفات الأمونیومب بیرستالعن  ةالناتجنزیم الأ 
 (G)المسار و ، Sephadex G-100 المه باستخدام بعد التنقیة التَّواليعلى  MW150و Rm4للعزلتین  البروتین

  .الوزن الجزیئي معروفة لبروتینات مؤشِّر

A B C D E F G 
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المنحني القیاسي اعتماداً على  MW150و Rm4تحدید الوزن الجزیئي للبروتیاز من العزلتین  :14الشكل 

-SDS  المعلى هبعد الرحلان الكهربائي  النسبیة تهاحرك مقابل الدَّالَّة للبروتینات الجزیئیّة الأوزان لوغاریتمل

PAGE.  

  :للأنزیم حركیَّةدراسة بعض الخواص ال 2-6-4-

  :تأثیر درجة الحرارة في فعالیة البروتیاز - 1- 2-6-4

 الطبیعیَّةبوساطة العزلتین  المُنتَجللبروتیاز  تخثُّرتأثیر درجة الحرارة في نشاط ال 15یُبیِّن الشكل 

بشكل معنوي والمطفرة  الطبیعیَّةمن بروتیاز العزلة  لكلٍ  تخثُّرازداد نشاط ال حیث والمطفرة،

والمطفرة  الطبیعیَّةمن بروتیاز العزلة  للبروتین لكلٍ  الحالّ كما ازداد النشاط  بازدیاد درجة الحرارة،

للبروتین  الحالّ فیما عدا التغیُّر الظاهري في النشاط  C° 57.5-30ضمن المجال بشكل معنوي 

 اأقصاه الأنزیمیة الفعالیّةت بلغوقد . C° 50و 40عند درجتي الحرارة  الطبیعیَّةلبروتیاز العزلة 

الحركة الجزیئیة بارتفاع درجة الحرارة  مُعدَّلویعود ذلك لازدیاد ، C° 57.5عند درجة حرارة 

القیمة ظاهریاً عن  الطبیعیَّةبروتیاز العزلة ل تخثُّرالنشاط انخفض  .التفاعل مُعدَّلوبالتالي ازدیاد 

للبروتین  الحالّ رة والنشاط طفّ لبروتیاز العزلة المُ  تخثُّروظهر انحفاض معنوي في نشاط ال الأخیرة

 .خریب الجزئي لبنیة الأنزیم بفعل الحرارة، ویعود ذلك للتّ C° 60عند درجة حرارة لكلا العزلتین 

 Da Silvaو ،)151، 2008(وزملاؤه  Khalil Moghaddam قارب هذه النتائج ما أشار إلیهتُ و 

y = -0.35ln(x) + 1.329
R² = 0.989

1.00

10.00

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

ئي
زی

لج
ن ا

وز
 ال

یتم
غار

لو

البروتینات الدالةالحركة النسبیة 
MW150بروتیاز العزلة 

Rm4بروتیاز العزلة 



142 
 

 Ataciأشار إلیه  امّ ، وتختلف ع)585، 2012(وزملاؤه  Fodaو ،)1063f، 2016(وزملاؤه 

   ). 1756، 2009( وزملاؤه

  .Rhizomucor miehei تأثیر درجة الحرارة في فعالیة بروتیاز: 15الشكل 

  :الحراري للبروتیاز اتجاه درجة الحرارة الثَّبات 2-2-6-4-

لبروتیاز الأنزیمیة  الفعالیّةر لم تتأثَّ  إذ ة عالیة اتجاه الارتفاع في درجة الحرارة،أظهر الأنزیم ثباتیّ 

واحتفظ  .hrs 24 مُدَّةل C° 50عند التعرُّض لدرجات حرارة تصل إلى والمُطفَّرة  الطبیعیَّةالعزلتین 

 50و C° 40الحرارة  تيجمن فعالیته عند التعرُّض لدر % 86.49و 92.28بـ  Rm4العزلة  أنزیم

°C  48 مُدَّةل التَّواليعلى hrs.  كما احتفظ أنزیم العزلةMW150  عند  %85.32و 93.11بـ

، %62.25و% 75.69بـ  Rm4أنزیم العزلة كما احتفظ  .التعرُّض لنفس الظروف السابقة

 C° 60الحرارة  عند التعرُّض لدرجتي %61.97و% 74.1بـ  MW150واحتفظ أنزیم العزلة 

عند  من الأنزیمین لكلٍ  الفعالیّةامل بینما تثبَّطت ك ،التَّواليعلى  min 10و 105 مُدَّةل C° 70و

المیكروبیة ثباتاً بدي الأنزیمات تُ  .)36الجدول ( لفترات أطول نتیالتعرُّض لدرجتي الحرارة السابق

ة من الكائنات المحبة للحرارة شتقَّ الأنزیمات المُ  ةً خاصّ ، درجات الحرارةالارتفاع في اتجاه  أكبر
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التعرُّض  مُدَّةالتدریجي للأنزیم إلى تشوّه الطبیعة البروتینیة اعتماداً على  التَّثبیطویعود . المرتفعة

، 2012(وزملاؤه  Fodaتوافق هذه النتائج ما توصَّل إلیه و  .(Robinson, 2015, 16f)للحرارة 

586(.    

   .الحراریَّةتحت تأثیر المعاملة  Rhizomucor mieheiلبروتیاز  (%) المتبقِّیةالأنزیمیة  الفعالیّة: 36الجدول 

العزلة 

 المُنتِجة

  

 

  زمن  

  المعاملة 

(min)      

  درجة 

 الحرارة 

(°C) 

10 15 60  75 90 105 120 1440 2880  

Rm4 40 ND ND ND ND ND ND ND 100 92.28 

MW150 40 ND ND ND ND ND ND ND 100 93.11 

Rm4 50 ND ND ND ND ND ND 100 100 86.49 

MW150 50 ND ND ND ND ND ND 100 100 85.32 

Rm4 60 ND ND 87.01 85.7 83.32 75.69 0 ND ND 

MW150 60 ND ND 87.42 84.12 83.11 74.1 0 ND ND 

Rm4 70 62.25 0  ND ND ND ND ND ND ND 

MW150 70 61.97 0 ND ND ND ND ND ND ND 

* ND :قاسة عند المعاملة المذكورة
ُ
  المتبقِّیة الفعالیّة .القیمة غیر م

ُ
فعالیة الأنزیم غیر رة كنسبة مئویة من قدَّ م

 لا، و المعامل حراریاً 
ُ
   .C° 35درجة حرارة  ندقاسة عم

  :في فعالیة الأنزیم الكالسیوم كلوریدتأثیر  3-2-6-4-

  16یُبیِّن الشكل 
ّ
من العزلتین  المُنتَجر للبروتیاز التخثُّ الكالسیوم في فعالیة  لكلورید الأثر الإیجابي

 كلوریدة مرتفعة اتجاه وجود ین حساسیّ یالأنزیمرین المُحضَّ من  أظهر كلٌ  إذ .والمُطفَّرة الطبیعیَّة

لیبلغ أقصاه  الكالسیوم كلوریدبازدیاد تركیز  تخثُّرازداد نشاط الالكالسیوم في وسط التفاعل، إذ 

من الأنزیم  كلٍ  في% 326.16و 323.48%في النشاط بلغ مقدار الزیادة و  ،g/L 9عند تركیز 

 10) الأعلىعند التركیز رین من المُحضَّ  لكلٍ الأنزیمي النشاط نخفض الطبیعي والمُطفَّر، ثُمَّ ا

g/L).  ًز للبروتیاز، حفِّ مُ  كعامل، و الركازةفي تعزیز الارتباط ب یلعب كلورید الكالسیوم دوراً هاما
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 نِّ غیر المباشر في التخفیض ال الأثربالإضافة إلى 
ّ
 .,Ahmed et al)للحلیب  pHلقیم الـ  سبي

لتُشابه هذه النتائج ما . (761 ,2010  Fodaو ،)Boopathy)1997 ،576 و Preethaإلیه  توصَّ

تختلف عن  لكنالكالسیوم،  كلوریدحول حساسیة البروتیاز اتجاه  )586، 2012(وزملاؤه 

   ).التَّواليعلى  g/L 5.55و، g/L 44.39( أشار إلیه الباحثون الَّذيمثل الأ تركیزال

  

  .Rhizomucor miehei بروتیازالكالسیوم في فعالیة  كلوریدیر تأث: 16الشكل 

  :وثباتیته في فعالیة الأنزیم pHالـ تأثیر  4-2-6-4-

حیث  والمُطفَّرة، الطبیعیَّةمن العزلتین  المُنتَجلبروتیاز اة في فعالیّ  pHتأثیر الـ  17یُبیِّن الشكل 

، وكان نشاط pH 6، وانخفض النشاط عند pH 5ت أعلى قیم لنشاط تخثُّر الحلیب عند تحقَّقَ 

 ، وانخفضpH 4للبروتین عند  الحالّ ت أعلى قیمة للنشاط تحقَّقَ  بینما .pH 7 معدوماً عند تخثُّرال

 تغیُّر الخواص الأیونیّةإلى  انخفاض الفعالیّة الأنزیمیةویعود  .الأخرى الدَّرجاتعند  هذا النشاط

الفعَّال في  المركزب الركازةمُعدَّل ارتباط  فيما یؤثِّر  الركازةفي كلٍ من الأنزیم و  الأمینیة حموضلل

 Khalil و ،)Boopathy )1997 ،573و Preethaشابه هذه النتائج ما أشار إلیه تُ و . الأنزیم

Moghaddam  151، 2008(وزملاؤه(، وAmer  وزملاؤه)1076، 2015f(، وFoda  وزملاؤه

  .)1059، 2016(وزملاؤه  Da Silvaا أشار إلیه مّ وتختلف ع ،)586، 2012(
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ة فعالیّ  المختلفة pHعند درجات الـ من التحضین  hrs 48بعد أظهرت المُحضَّرات الأنزیمیة 

لأجزاء من هذه  pH عُدِّلت قیم الـ. معاملةكل لة عند بدء التحضین في ة المُسجَّ مماثلة للفعالیّ 

عند هذه القیم على حال للبروتین لنشاط التخثُّر و النشاط لقیاس ، pH 4 و pH 5إلى رات حضَّ المُ 

ما یشیر . الدَّرجاتاً عند هذه آنیّ للمحالیل الأنزیمیة المُحضَّرة  ةمماثل، وقد أظهرت فعالیة التَّوالي

وزملاؤه  Iwasaki نتائج مشابهة أشار إلیها .7-3ضمن المجال  pHة الأنزیم اتجاه الـ إلى ثباتیّ 

)1967 ،548f(  ّبروتیازة حول ثباتی Rhizomucor pusillus  اتجاه الـpH .  

  

  .Rhizomucor miehei بروتیازفي فعالیة  pHالـ یر تأث: 17الشكل 

  :الأنزیمیة الفعالیّةتأثیر كلورید الصودیوم في  5-2-6-4-

ازداد للبروتین، إذ  الحالّ والنشاط الحلیب تخثُّر من نشاط  كلورید الصودیوم في كلٍ تباینَ تأثیر 

، ثم انخفض تدریجیاً 5%لیصل أقصاه عند تركیز  تراكیز كلورید الصودیومر بازدیاد تخثُّ النشاط 

كلورید بإضافة للبروتین  الحالّ ، بینما انخفض النشاط 10%لیصل إلى أدنى قیمة عند تركیز 

وازدادت نسبة الانخفاض بازدیاد تراكیز كلورید  1.5%بدءاً من نسبة الإضافة الصودیوم 

یختلف تأثیر كلورید الصودیوم . )18الشكل ( 10%وصولاً إلى أدنى قیمة عند تركیز الصودیوم 

عند  تخثُّري یزداد نشاط اللاوبالت تخثُّرفي زمن تخثُّر الحلیب تبعاً لتركیزه، إذ ینخفض زمن ال
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ورید بوجود التراكیز المرتفعة لكل تخثُّرالتراكیز المنخفضة من كلورید الصودیوم، بینما یزداد زمن ال

 و . (Ramet, 2001, 21)الصودیوم في الحلیب 
ّ
لكلورید الصودیوم في تحفیز  یعود الأثر الإیجابي

 النِّ  دوره في التخفیضإلى للبروتیاز  تخثُّرنشاط ال
ّ
ة لیّ لبیة الكُ الحلیب والشحنة السَّ  pHمن  كلٍ ل سبي

 ,Huppertz and Fox) زیادة مستویات الكالسیوم الأیونیة في الحلیب بالإضافة إلى ،للمیسیل

2006, 1145; Abdel-Raouf et al., 2017., 2209) .عند المستویات  تخثُّرشاط النتثبیط  وقد یعود

 المركزعند  كازئین- بروتیازالد عقَّ إلى تثبیط هذه التراكیز لتشكیل مُ من كلورید الصودیوم الأعلى 

 Abdel-Raouf et) المُتضمَّنة في هذا التفاعل الكهروستاتیكیة التفاعلات تثبیط طریق عن الالفعّ 

al., 2017., 2209) . ّا التأثیر الانتقائي لكلورید الصودیوم في قدرة البروتیاز على حلمهة أم

 أو طَّ  فّ لّ اختلاف تأثیره في فیعود إلى  ،الكازئینات المختلفة
ّ
 ,Fox and Walley) هذه الركائز ي

1971, 167f).  تخثُّرنشاط الالمرافق في زدیاد للبروتین والا الحالّ الانخفاض في النشاط إذ یشیر 

البروتیاز أو كازئین كابا، بنیة في  تأثیر كلورید الصودیومإلى عدم  %5-1.5عند التراكیز 

الرئیسة الركائز  الأخیرة شكِّل، إذ تُ (β, αs) كازئینات المیسیل الأخرى ل فيحتمَ مُ ال هوتأثیر 

عتبة حدوث  وقد تختلف .(Fox and Walley, 1971, 165-170) لنشاط البروتیولیتيعرَّضة لالمُ 

وتختلف هذه النتائج عمّا  .هاتبعاً لأنواع المختلفة اتة البروتینفي هیكلیّ  كلورید الصودیوم تأثیر

 الصودیوم لكلورید طثبِّ مُ  ثیرأت ظهور حول )Boopathy )1997 ،575و Preetha توصَّل إلیه

كما تختلف عتبة ظهور الأثر المُثبِّط  .للبروتین الحالّ  للنشاط زحفِّ مُ  ثیرأوت ،تخثُّرال لنشاط

، 2012(وزملاؤه  Fodaأشار إلیها  الَّتي %3<""العتبة لكلورید الصودیوم في نشاط التخثُّر عن 

587.(  
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  .Rhizomucor miehei بروتیازفي فعالیة كلورید الصودیوم یر تأث: 18الشكل 

  :حركیَّةوتحدید بعض العوامل ال ،في فعالیة البروتیاز الركازةتأثیر تركیز  6-2-6-4-

  :تأثیر تركیز الكازئین - 1-6-2-6-4

من العزلة  المُنتَجالأنزیمیة للبروتیاز  الفعالیّةفي ) الكازئین( الركازةتأثیر تركیز  19 الشكل یُبَیِّن

Rhizomucor miehei Rm4 في وسط  الكازئینتركیز  بازدیاد للبروتین الحالّ نشاط ال ازداد، حیث

في  ازدیاد ملحوظ ، ولم یظهر4%تركیز نزیم عند استخدام فعالیة للأ سُجِّلت أعلىو ، التفاعل

  .الة للأنزیم بالركائزویعود ذلك إلى إشباع المواقع الفعّ  ،الركازةمن  عند التركیز الأعلى الفعالیّة
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 . Rhizomucor miehei Rm4في فعالیة بروتیاز) الكازئین( الركازةتأثیر تركیز : 19الشكل 

العلاقة بین  حُدِّدَت إذللأنزیم،  حركیَّةبیرك لتقدیر الثوابت ال-استُخدِمَت طریقة لاینوفر  

   : يكالآت (V/1)ومقلوب سرعة التفاعل  (S/1) الركازةمقلوب تركیز 

1/Vo = (Km/Vmax) (1/[S]) + 1/Vmax 

 
یّةبناءً على مُقدَّرة  ،التَّواليالقصوى على السرعة هي سرعة التفاعل الابتدائیة، و  Vmax، وV0و  كمِّ

هو  Km. في وسط التفاعل الركازةهو تركیز  S. قیقة الواحدةفي الدَّ  المُتشكِّلة) التیروزین(ج نتَ المُ 

السرعة القصوى وثابت وُجِدَ أنَّ قیمة  ،واعتماداً على العلاقة الناتجة .)20الشكل ( ثابت میكالیس

  .التَّواليعلى  mg/mL 19.46، وmg/min 0.0026كانت مساویة لـ  ،میكالیس
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 Rhizomucorوسرعة التفاعل الأنزیمي لبروتیاز  ،)الكازئین( الركازةتمثیل العلاقة بین تركیز : 20الشكل 

miehei Rm4 ،تُمَثِّل  إذ، بیرك-لاینوفرمینتن، و -بطریقتي میكالیسV0 الابتدائیة سرعة التفاعل ،Vmax 

   . (mg/mL) ثابت میكالیس: Km، (mg/mL) الركازةتركیز : S، (mg/min) سرعة التفاعل القصوى

من العزلة  المُنتَجالأنزیمیة للبروتیاز  الفعالیّةفي ) الكازئین( الركازةتأثیر تركیز  21 الشكل یُبَیِّن

Rhizomucor miehei MW150 ،الكازئین في وسط تركیز  بازدیاد للبروتین الحالّ نشاط ال ازداد إذ

 بشكل الفعالیّةبینما انخفضت ، 3%و 2%كیز اتر النزیم عند فعالیة للأ وسُجِّلت أعلى، التفاعل

، الركازةبفعل  التَّثبیطعرف بما یُ  ویعود ذلك إلى ،(4%) الركازةعند التركیز الأعلى من  ملحوظ

ه الظاهرة بامتلاك هذ )Haldane )1965 ،84 فَسَّرقد و  .مینتن- میكالیس حركیَّةیخالف  ماوهو 

ل، یُظهر الموقع الركازةبالأنزیم لموقعین للارتباط  الارتباط  یؤدِّيأثراً تحفیزیاً للتفاعل، بینما  الأوَّ

أخرى إلى  ركازةللأنزیم المرتبط أو غیر المرتبط ب) الموقع الثاني(التفارغي  التَّنظیمبموقع 

 جزیئات تفاعلإلى  "الركازةبفعل  التَّثبیط" عزىوقد یُ  .ل التفاعلعدَّ الكامل لمُ  التَّثبیطالانخفاض أو 

-مركب وسیط" كالتفاعل مع مُعقَّد ،)ركازة- أنزیم دعقَّ مُ  عدا( نزیمالأ مركبات مع الفائضة الركازة

 "مُنتَج-أنزیم-ركازة"، و"مركب وسیط-أنزیم- ركازة"مُعقَّدات  لكِّ شَ لتُ  "جنتَ مُ - أنزیم" دعقَّ مُ  أو ،"أنزیم

    .(Kokkonen, 2021, 646) التَّوالي على
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  . Rhizomucor miehei MW150في فعالیة بروتیاز) الكازئین( الركازةتأثیر تركیز : 21الشكل 

عند التراكیز في سرعة التفاعل الأنزیمي  ركازةظهور الوظیفة التحفیزیة لل 22یُبیِّن الشكل 

قیم ویمكن استقراء . عند التراكیز الأعلى ركازةیة للالتَّثبیطبینما تسود الوظیفة ، ركازةلل المنخفضة

التراكیز ب الخاصّ اتجاه الجزء  بیرك- السرعة القصوى وثابت میكالیس بتطبیق علاقة لاینوفر

، mg/mL 26.29بـ  Vmax، وKmقُدِّرت قیم  إذ ،(Bisswanger, 2011,37f) ركازةالمنخفضة لل

 MW150و Rm4لبروتیاز العزلات  ثابت میكالیس قیم تزیدو  .التَّواليعلى  mg/min 0.0021و

 3.71" )604، 1999(وزملاؤه  Fernández-Lahore أشار إلیها الَّتيتلك عن  اتجاه الكازئین

mg/mL"  في بروتیازMucor sp.، أشار إلیها  الَّتيWang  3.16" )8، 2021(وزملاؤه 

mg/mL"  لبروتیازRhizomucor miehei  المؤشَّب فيAspergillus niger.  وتشیر هذه القیم

إلى ألفة أقل لبروتیاز ) التحللیة الفعالیّةاعتماداً على قیاس (المرتفعة لثابت میكالیس 

Rhizomucor miehei  اتجاه كازئیناتαs وβ  نشاط منخفض لتحلُّل تحقیق كازئین، وبالتالي

   .البروتین
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 Rhizomucorوسرعة التفاعل الأنزیمي لبروتیاز  ،)الكازئین( الركازةتمثیل العلاقة بین تركیز : 22الشكل 

miehei MW150تُمَثِّل  إذ، بیرك-لاینوفرمینتن، و -، بطریقتي میكالیسV0 الابتدائیة سرعة التفاعل ،Vmax 

  .  (mg/mL)ثابت میكالیس : Km، (mg/mL) الركازةتركیز : S، (mg/min)سرعة التفاعل القصوى 

  :تأثیر تركیز حلیب الفرز - 2-6-2-6-4

من العزلة  المُنتَجالحلیب للبروتیاز  تخثُّرتأثیر تركیز حلیب الفرز في نشاط  23 الشكل یُبَیِّن

Rhizomucor miehei Rm4 لَ نشاط تخثُّر منخفض عند تركیز ، حیث وقد یعود ذلك  .5%سُجِّ

د قیِّ إلى تشتُّت جزیئات الكازئین في محلول الحلیب إثرَ تمدیده وإعاقة تشكیل الخثرة، كما قد یُ 

. (Ahmed and Helmy, 2012, 73) یةالأنزیم إظهار كامل الكفاءةمن  الركازةانخفاض تركیز 

فعالیة  سُجِّلت أعلى فقد، مسحوق الحلیب في وسط التفاعلتركیز  بازدیاد التخثُّر نشاط ازداد

عند التراكیز الأعلى من  بشكل ملحوظ الفعالیّة، بینما انخفضت 10%التركیز نزیم عند للأ

، كما قد یعود ذلك إلى ازدیاد لزوجة الوسط ما قد الركازةبفعل  التَّثبیط، ویعود ذلك إلى الركازة

ل إلیه توافق هذه النتائج ما ت .یُخفِّض من حركة الأنزیم في وسط التفاعل وزملاؤه  Amerوصَّ

  .)587f، 2012(وزملاؤه  Fodaو ،)1077، 2015(
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  . Rhizomucor miehei Rm4في فعالیة بروتیاز) حلیب الفرز(الركازة تأثیر تركیز : 23الشكل 

مسحوق  كمِّیّة( ثانیةكل  فيالمتفاعلة  الركازة كمِّیّةعلى سرعة التفاعل بناءً قُدِّرَت 

وسرعة التفاعل  الركازةمُثِّلَت العلاقة بین تركیز و  ،)زمن التخثُّر /الحلیب في وسط التفاعل

بیرك اتجاه - قیم السرعة القصوى وثابت میكالیس بتطبیق علاقة لاینوفرقُدِّرت ). 24الشكل (

 Vmax، وKmقُدِّرت قیم  إذ ،(Bisswanger, 2011,37f) ركازةالتراكیز المنخفضة للب الخاصّ الجزء 

   .التَّواليعلى  g/sec 0.0030، وg/mL 0.201بـ 
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 Rhizomucorوسرعة التفاعل الأنزیمي لبروتیاز  ،)حلیب الفرز( الركازةتمثیل العلاقة بین تركیز : 24الشكل  

miehei MW150تُمَثِّل  إذ، بیرك-لاینوفرمینتن، و -، بطریقتي میكالیسV0 الابتدائیة سرعة التفاعل ،Vmax 

  .  (g/mL)ثابت میكالیس : Km، (g/mL) الركازةتركیز : S، (g/sec)سرعة التفاعل القصوى 

من  المُنتَجللبروتیاز  الحلیب تخثُّرنشاط في  حلیب الفرزتأثیر تركیز  25 الشكل یُبَیِّن

في وسط  الحلیبمسحوق تركیز  بازدیادنشاط ال ازداد إذ، Rhizomucor miehei MW150العزلة 

 بشكل ملحوظ الفعالیّة، بینما انخفضت 15%التركیز نزیم عند فعالیة للأ وسُجِّلت أعلى، التفاعل

التراكیز ب الخاصّ بیرك اتجاه الجزء -وبتطبیق علاقة لاینوفر. الركازةكیز الأعلى من اعند التر 

، g/mL 0.152السرعة القصوى مساویة لـ و  ،ثابت میكالیس ، وُجِدَ أنَّ قیمركازةالمنخفضة لل

 تُشیر هذه النتائج إلى الألفة العالیة لبروتیازو  ).26الشكل ( التَّواليعلى  g/sec 0.0034و

Rhizomucor miehei ما یُفَسِّر میل الأنزیم لإظهار نشاط التخثُّر بما یفوق اتجاه كازئین كابا ،

     .)1068، 2016(وزملاؤه  Da Silvaنتائج مشابهة أشار إلیها  .للبروتین الحالّ نشاطه 
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  . Rhizomucor miehei MW150في فعالیة بروتیاز) حلیب الفرز( الركازةتأثیر تركیز : 25الشكل 

  

  

 Rhizomucorوسرعة التفاعل الأنزیمي لبروتیاز  ،)حلیب الفرز( الركازةتمثیل العلاقة بین تركیز : 26الشكل 

miehei MW150تُمَثِّل  إذ، بیرك-لاینوفرمینتن، و -، بطریقتي میكالیسV0 الابتدائیة سرعة التفاعل ،Vmax 

  .  (g/mL)ثابت میكالیس : Km، (g/mL) الركازةتركیز : S، (g/sec)سرعة التفاعل القصوى 
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  :الدَّسمكامل حلیب التأثیر تركیز  - 3-6-2-6-4

الحلیب للبروتیاز  تخثُّرفي نشاط  الدَّسمكامل حلیب التأثیر تركیز  27 الشكل یُبَیِّن

مسحوق الحلیب تركیز  بازدیادنشاط ال ازداد إذ، Rhizomucor miehei Rm4من العزلة  المُنتَج

بشكل  الفعالیّةانخفضت و ، 4%التركیز نزیم عند فعالیة للأ وسُجِّلت أعلى، في وسط التفاعل

 .8%أعلى قیمة عند التركیز  بلغت سرعة التفاعلبینما  .الركازةعند التراكیز الأعلى من  ملحوظ

 0.0080مساویة لـ  والسرعة القصوى ،وُجِدَ أنَّ قیم ثابت میكالیس ،بیرك-وبتطبیق علاقة لاینوفر

g/mL0.001، و g/sec  28الشكل ( التَّواليعلى.(   

  

  

  . Rhizomucor miehei Rm4بروتیازفي فعالیة ) الدَّسمكامل حلیب ال( الركازةتأثیر تركیز : 27الشكل 
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وسرعة التفاعل الأنزیمي لبروتیاز  ،)الدَّسمالحلیب كامل ( الركازةتمثیل العلاقة بین تركیز : 28الشكل 

Rhizomucor miehei Rm4تُمَثِّل  إذ، بیرك-لاینوفرمینتن، و -، بطریقتي میكالیسV0 سرعة التفاعل 

  .  (g/mL)ثابت میكالیس : Km، (g/mL) الركازةتركیز : S، (g/sec)سرعة التفاعل القصوى  Vmax، الابتدائیة

الحلیب للبروتیاز  تخثُّرفي نشاط  الدَّسمتأثیر تركیز الحلیب كامل  29 الشكل یُبَیِّن

مسحوق تركیز  بازدیادنشاط ال ازداد إذ، Rhizomucor miehei MW150من العزلة  المُنتَج

لت أعلى، وسط التفاعلالحلیب في   الفعالیّة، وانخفضت 3.36%التركیز نزیم عند فعالیة للأ وسُجِّ

بینما بلغت سرعة التفاعل أعلى قیمة عند التركیز  ،الركازةعند التراكیز الأعلى من  بشكل ملحوظ

لت فعالیة تخثُّریة للبروتیاز في كلٍ  .%8  الدَّسممن العزلتین اتجاه الحلیب كامل  هذا وقد سُجِّ

وقد یعود ذلك إلى تحفیز  .ركازةعند التركیز الأمثل لكل  أعلى منها في حالة الحلیب الفرز

الوصول  إمكانیّة، ما یزید من )الكازئین( الركازةالدهون للتفاعلات الكارهة للماء مابین البروتیاز و 

 Duranti أشار وقد .(Zhang et al., 2020, 6)للأنزیم والروابط الببتیدیة  المركز الفعّالما بین 

. الدَّسمفي الحلیب كامل  تخثُّرحول انخفاض زمن النتائج مشابهة إلى ) 93، 2003( وزملاؤه

 0.207مساویة لـ  والسرعة القصوى ،وُجِدَ أنَّ قیم ثابت میكالیس بیرك،-بتطبیق علاقة لاینوفرو 

g/mL0.048، و g/sec  30الشكل ( التَّواليعلى.(   
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  . Rhizomucor miehei MW150في فعالیة بروتیاز) الدَّسمكامل حلیب ال( الركازةتأثیر تركیز : 29الشكل 

 

  

وسرعة التفاعل الأنزیمي لبروتیاز  ،)الدَّسمالحلیب كامل ( الركازةتمثیل العلاقة بین تركیز : 30الشكل 

Rhizomucor miehei MW150تُمَثِّل  إذ، بیرك-لاینوفرمینتن، و -، بطریقتي میكالیسV0 سرعة التفاعل 

  .  (g/mL)ثابت میكالیس : Km، (g/mL) الركازةتركیز : S، (g/sec)سرعة التفاعل القصوى  Vmax، الابتدائیة

 

0

100

200

300

400

500

600

700

0 1 2 3 4 5 6 7

ر 
خثُّ

الت
ط 

شا
ن

(S
U

/m
L)

(%)تركیز الركازة 

-1/Vmax

1/Km

y = 4.281x - 20.65
R² = 0.940

-100

-50

0

50

100

150

200

250

-10 0 10 20 30 40 50 60

1/
V 

(s
ec

/g
)

1/S (mL/g)

0

0.005

0.01

0.015

0 0.05 0.1

V

S



158 
 

  :التِّجاریَّةالمقارنة بالمنفحة التطبیق العملي للأنزیم و  7-4-

، وقورنت Chr. Hansen BioRen® 97T100 التِّجاریَّةبالمنفحة  خاصّةات المؤشِّر قیست ال

ویُبیِّن  .MW150و Rm4للبروتیاز المُنقَّى المُنتَج من كلٍ من العزلتین ات الأنزیمیة مؤشِّر بال

بالمقارنة مع المُحضَّر ، اتمؤشِّر ال جمیعوفق  ةالناتج اتلمُحضَّر المعنوي لتَفوّق ال 37الجدول 

ر  تمیَّز إذ تَ . التجاري للمنفحة   تخثُّربنشاط  اتالمُحضَّ
ّ
 مرتفع، ونشاط  نوعي

ّ
حال للبروتین  نوعي

ل في فضَّ وهو الأمر المُ للبروتین،  الحالّ النشاط \تخثُّر، ونسبة مرتفعة لنشاط النسبیّاً منخفض 

  .صناعة الأجبان

حضَّر و  التِّجاریَّةلمنفحة ل ةالأنزیمی المؤشِّرات :37الجدول 
ُ
  . R. miehei بروتیاز اتم

ر الأنزیمي   المُحضَّ
  التخثُّر نشاط

ّ
  النَّوعي

(SU/mg) 

ولیتي نشاط البروتیال

 
ّ
 النَّوعي

(PU/mg)  

نشاط ال /نشاط التخثُّر

 ولیتيالبروتی

 78.82a 26.88±1.34a 58.63±2.93a±1576.01 المنفحة التجاریة

ر بروتیاز  مُحضَّ

R.miehei Rm4 

 المُنقّى جزئیاً 

3756.18±162.93b 10.36±0.78b  362.57±18.85b  

ر بروتیاز  مُحضَّ

R.miehei MW150 

  المُنقّى جزئیاً 

4618.85±254.60b  10.65±0.81b  433.69±23.0b  

شابِه على الأقل،تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.01عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  حرف م

المُنقَّى لصناعة الجبن الأبیض وفقاً للطریقة التقلیدیة،  Rm4استُخدِمَ بروتیاز العزلة 

لنتائج التجارب  38ن الجدول یِّ بَ یُ و   ة لتحدید نسبة إضافة المُخثِّر الفطري إلى الحلیبیّ الأوَّ

بینما انخفض أعلى مردود للخثرة،  SU/L 6000إذ أعطت الإضافة  .لصناعة الجبن الأبیض

 المُنتَجر القوام والشكل الخارجي للجبن كما تأثَّ  .النسب الأخرىمردود الخثرة بشكل ملحوظ عند 

خثرة غیر متماسكة ذات قوام  (SU/L 3000)بنسبة الإضافة، إذ أعطت النسبة المنخفضة 

ذات قوام قاسي  (SU/L 7000)الإضافة المرتفعة  ةنسببینما كانت الخثرة الناتجة عن  ت،تفتِّ مُ 

 )SU/L 4000و ،SU/L 3000(ج باستخدام النسب المنخفضة نتَ أظهر الجبن المُ و . شدید الصلابة
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تترافق النسبة المرتفعة لإضافة البروتیاز و  .في درجة ظهور النكهة اً ، وانخفاضقل للدسمأ اً احتجاز 

بتجمیع الكازئینات  أو قبل البدء ،تخثُّرلل المرحلة الأنزیمیةبنسبة أعلى لتحلل الكازئین خلال 

إلى تحقیق تنافر أقل للكازئینات وتشكیل خثرة أكثر تماسكاً وبمردود  یؤدِّيما  ،وتشكیل الخثرة

وتمیل الخثرة ذات الشبكة ضعیفة التطوّر إلى فقد الدهن  .)Wium et al., 2003, 294( أعلى

الخثرة الناتجة عن  أبدت. ( Green and Grandison, 1993, 132)وعدم القدرة على احتجازه 

، بالإضافة زة لهذا النوع من الجبن، والنكهة الممیّ (Curdy) نبِّ تجَ القوام المُ  SU/L 6000الإضافة 

اختیار هذه النسبة لإنتاج الجبن وبناءً على ذلك فقد تمَّ  .د في كامل المقطعحَّ وَ إلى مظهر وقوام مُ 

  . حقةفي المرحلة اللاّ 

صنَّع R. miehei Rm4بروتیاز إضافة  تأثیر نسب: 38الجدول 
ُ
  .هوخواصّ  في مردود الجبن الم

نسبة 

الإضافة 

(SU/L) 

المردود 

(%)  

  الرائحة

  )درجات 6(

  النكهة

  )درجة 60(

القوام 

  والملمس

  )درجة 14(

المظهر 

  الخارجي

  )درجة 20( 

القبول العام 

 )درجة 100(

3000  5.28±1.20a 2.00±0.00a 48.00±0.68a  9.00±0.87a 12.00±0.39a 71.00±1.95a 

4000 5.44±1.01a  2.00±0.55a 48.07±0.62a  9.00±0.55a 12.04±0.69a 71.11±2.42a 

5000 7.11±1.08a 5.00±0.55b 55.00±1.88b 10.00±0.68a 14.00±0.70ab 84.00±3.82bc 

6000 11.66±0.71b 5.50±0.44b  55.00±1.49b 13.00±0.78b  18.00±0.96c 91.50±3.68c 

7000 11.01±0.48b 5.00±0.39b 48.00±0.55a  9.07±0.83a 16.00±0.39b 78.07±2.17ab 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.05عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م

 التِّجاریَّةمن المنفحة  باستخدام كلٍ مردود الجبن المُصنَّع تقارُب  39الجدول یُبَیِّن 

من  المردود باستخدام كلٍ  لم یظهر اختلاف معنوي في إذ R.miehei Rm4والبروتیاز من 

نتائج مشابهة حول عدم اختلاف إلى ) 375، 2010(وزملاؤه  Jacobأشار وقد  .رینخثِّ المُ 

 یَّةحسِّ ال كانت الخواصّ و . R.mieheiوبروتیاز من المنفحة  باستخدام كلٍ الجبن المُصنَّع مردود 

متقاربة، ولم یظهر اختلاف معنوي عند تقییم جمیع  من المُخثِّرین للجبن المُصنَّع باستخدام كلٍ 

 إلى نتائج مشابهة حول تماثل الخواصّ  )1079، 2015(وزملاؤه  Amerأشار قد و  .الخواصّ 

  . R.mieheiبروتیاز و من المنفحة  باستخدام كلٍ ع صنَّ المُ الأبیض للجبن  یَّةحسِّ ال
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صنَّع باستخدام كلٍ  حسّیَّةال مقارنة المردود والخواصّ : 39الجدول 
ُ
وبروتیاز  التِّجاریَّةمن المنفحة  للجبن الم

R.miehei Rm4 .  

خثِّر
ُ
  (%)المردود  نوع الم

   الرائحة

  )درجات 6(

   النكهة

  )درجة 60(

   والملمسالقوام 

  )ةدرج 14(

المظهر 

  الخارجي

  )ةدرج 20( 

القبول العام 

 )درجة 100(

منفحة 

  تجاریة 
11.96±1.19a 5.38±1.16a 54.01±4.07a  12.30±1.79a 18.63±1.92a 90.31±8.18a 

بروتیاز 

R.miehei 
Rm4 

11.65±0.66a 5.38±1.16a 54.38±2.07a 13.02±0.88a 17.69±1.93a 90.21±5.26a 

شابِهحرف تحمل  الَّتيالقیم في العمود الواحد  *
ُ
  .0.05عند مستوى معنویة  لا تختلف معنویاً  على الأقل، م
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  :الاستنتاجات والمقترحات والتوصیات5-

  :Conclusions الاستنتاجات 1-5-

بنشاط  المُنتَجز الأنزیم تمیُّ ، و البروتیاز إنتاجعلى   Rhizomucor mieheiفطرلالعالیة قدرة ال 1-

  تخثُّر
ّ
وهو الأمر  للبروتین، الحالّ الحلیب نسبةً للنشاط  تخثُّروقیمة مرتفعة لنشاط  ،مرتفع نوعي

  .ل في صناعة الأجبانفضَّ المُ 

ؤ بقیم والتنبّ  ،تخمیرالفي أمثلة ظروف  السَّطحیَّةنجاعة استخدام منهجیة الاستجابة  2-

  .اتالمتغیِّر 

 ،ةالسائلبالحالة  تخمیرالب المُنتَجعلى الأنزیم  ةالصّلببالحالة  تخمیرالب المُنتَجق البروتیاز فوُّ تَ  3-

   .الأنزیمیة الفعالیّةمن حیث المردود و 

-4  
ّ
 وجود تأثیرات غیر حراریة للأمواج المیكرویّة في إحداث طفرات فوق المستوى التلقائي

جة نتِ مُ  مستقرَّةالحصول على طفرة لأمواج المیكرویّة باستخدام اد أمكن وق .لحدوث الطفرة

  . الطبیعیَّةمن العزلة  المُنتَج للأنزیممقاربة  حركیَّة وبخواصّ  ،ة أنزیمیة فائقةللبروتیاز بفعالیّ 

 ظهور الطفرات ذات الأثر السَّ  مُعدَّلازدیاد  5-
ّ
في إنتاج البروتیاز باستخدام إیثیل سلفونات  لبي

  .  المیثان

  .المستخدمة طفیرمعاملات التَّ  لطفرات بجرعة المُطَفِّر في جمیعظهور ا مُعدَّل عدم ارتباط 6-

وظهور حزمة بروتینیة متجانسة خلال  ،ة للبروتیاز خلال مراحل التنقیةالنَّوعیّ  الفعالیّةازدیاد  7-

   .المستخدمة ما یعكس نجاعة عملیة التنقیة ،مرحلة الفصل الكهربائي

 تقارُ  8-
ّ
إذ  ،المیكرویّةرة بالأمواج طفَّ ة والمُ یّ من العزلتین الطبیع المُنتَجللبروتیاز  ب الوزن الجزیئي

  .التَّواليعلى  kDa 40.62، و kDa 39.77 بحوالير باستخدام الرحلان الكهربائي دِّ قُ 

ناعات ذات المعاملات ما یمكن استخدامه في الصِّ  ،للبروتیاز مرتفعال الحراري الثَّبات 9-

  .المرتفعة الحراریَّة
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 الحالّ ، والنشاط (pH 5)من نشاط تخثُّر الحلیب  المثلى لكلٍ  pHالـ  درجاتاختلاف  10-

المؤقَّت التغیُّر استقرار بنیة الأنزیم اتجاه و  .Rhizomucor miehei بروتیاز فطرل (pH 4)للبروتین 

   .وإمكانیة استعادة الأنزیم لنشاطه عند استعادة القیم المثالیة ،[7-3]ضمن المجال  pHالـ  قیم في

-11  
ّ
بلغ مقدار الزیادة  إذ، التخثُّر للبروتیاز تحفیز نشاطالكالسیوم في  لكلورید الأثر الإیجابي

  .من الأنزیم الطبیعي والمُطفَّر في كلٍ % 326.16و 323.48%في النشاط 

الأنزیمیة للبروتیاز، ما یمكن استغلاله في  الفعالیّةالأثر الانتقائي لكلورید الصودیوم في  12-

للبروتین خلال المراحل المختلفة من تصنیع الجبن، وتحفیز نشاط التخثُّر في  الحالّ تثبیط النشاط 

  . بة لإضافة كلورید الصودیوم إلى الحلیببعض صناعات الأجبان المتطلِّ 

الكازئین، وحلیب الفرز، وحلیب (تراكیز الركائز المختلفة  ازدیادالأنزیمیة ب الفعالیّةازدیاد  13-

 حركیَّةبما یخالف عند التراكیز المرتفعة  الركازةبفعل  التَّثبیطوظهور ، )التَّكوینمُعاد  الدَّسمكامل 

  .مینتن- میكالیس

، والألفة الأقل اتجاه اتجاه كازئین كابا Rhizomucor miehei الألفة العالیة لبروتیاز 14-

  .الكازئینات الأخرى

المُصنَّع  مع الجبن Rhizomucor mieheiتماثُل الجبن الأبیض المُصنَّع باستخدام بروتیاز  15-

یظهر جدوى استخدام ما ، یَّةحسِّ والخواص ال ،، من حیث المردودالتِّجاریَّةتخدام المنفحة سبا

 .بدیل مناسب للمنفحة التقلیدیةك Rhizomucor mieheiبروتیاز 

  :Suggestions and Recommendations والتوصیات المقترحات 2-5-

 .النتائج المخبریةبمقارنة الو  على النطاق المعملي المثلى لإنتاج البروتیازتطبیق الظروف  1-

  .وتحدید الأساس الوراثي للطفرات الناتجة ،ثةللطفرات المُحدَ  ةجزیئیّ الدراسة ال 2-

في أنواع میكروبیة  Rhizomucor mieheiببروتیاز  الخاصّ الجین  تأشیب إمكانیّةدراسة  3-

  .أخرى

  .للبروتیاز Rhizomucor mieheiدراسة تأثیر التطفیر بأشعة اللیزر في إنتاج الفطر  4- 
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المقارنة و  Rhizomucor mieheiللجبن المُصنَّع باستخدام بروتیاز  ةالكیمیائی الخواصّ دراسة  5-

  .التقلیدیةالمنفحة الجبن المُصنَّع باستخدام خواصّ ب

في تطبیقات غذائیّة أخرى، كتطریة  Rhizomucor mieheiدراسة إمكانیّة استخدام بروتیاز  6-

  .اللحوم، أو تحسین خواصّ العجین

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



164 
 

  :المراجع 6-

تأثیر عملیات تصنیع الجبن الأبیض ). 2010. (ة، صیاح؛ هدّال، أحمد؛ وحبیبه، فدوىأبو غرّ 

- 247، 26(1). الزراعیةمجلة جامعة دمشق للعلوم  .الناعم المرصوص في الحمولة الجرثومیة

260.  

- 205ص _ص(. المطبوعات الجامعیة ،بغداد. الحیویَّةالتقانة  .(1990). الخفاجي، زهرة

206(.  

Abdel-Raouf, H. A. H., El-Neshwy, A. A., Rabie, A. M., and Khalifa, S. A. (2017). 
Evaluation of rennet substitute from artichoke (Cynara scolymus L.) flowers extracts: 
study the factors affecting the activity of milk clotting. Zagazig Journal of 
Agricultural Research, 44(6), 2203-2219. 

Abd-El Salam, M., and Benkerroum, N. (2006). North African Brined Cheeses. In: A. 
Y. Tamime (Ed.). Brined Cheeses. Oxford, UK: Blackwell Publishing Ltd. (p 174).  

Abdelouahab, N., Nabila, B., Roza, S., Slimane, B., Etienne, D., Pascal, A., and 
Mouloud, B. M. (2015). Molecular Weight Determination of a Protease Extracted 
from Mucor pusillus: Comparison Methods. Food and Nutrition Sciences, 6(03), 348.  

Abdullah, A. L., Tengerdy, R. P., and Murphy, V. G. (1985). Optimization of solid 
substrate fermentation of wheat straw. Biotechnology and Bioengineering, 27(1), 20-
27. 

Abe, M., Abe, K., Kuroda, M., and Arai, S. (1992). Corn kernel cysteine proteinase 
inhibitor as a novel cystatin superfamily member of plant origin: molecular cloning 
and expression studies. European Journal of Biochemistry, 209(3), 933-937.  

Adinarayana, K., Ellaiah, P., and Prasad, D. S. (2003). Purification and partial 
characterization of thermostable serine alkaline protease from a newly isolated 
Bacillus subtilis PE-11. Aaps Pharmscitech, 4(4), 440-448. 

Adrio, J. L., and Demain, A. L. (2006). Genetic improvement of processes yielding 
microbial products. FEMS microbiology reviews, 30(2), 187-214. 

Adrio, J. L., and Demain, A. L. (2010). Recombinant organisms for production of 
industrial products. Bioengineered bugs, 1(2), 116-131. 

Aguilar, C. N., Favela-Torres, E., Vinegra-González, G., and Augur, C. (2002). 
Culture conditions dictate protease and tannase production in submerged and solid-
state cultures of Aspergillus niger Aa-20. Applied biochemistry and 
biotechnology, 102(1), 407-414. 



165 
 

Ahmed, I. A. M., Babiker, E. E., and Mori, N. (2010). pH stability and influence of 
salts on activity of a milk-clotting enzyme from Solanum dubium seeds and its 
enzymatic action on bovine caseins. LWT-Food Science and Technology, 43(5), 759-
764. 

Ahmed, S. A., and Helmy, W. A. (2012). Comparative evaluation of Bacillus 
licheniformis 5A5 and Aloe variegata milk-clotting enzymes. Brazilian Journal of 
Chemical Engineering, 29, 69-76. 

Alvarez, V. M., Von der Weid, I., Seldin, L., and Santos, A. L. S. (2006). Influence of 
growth conditions on the production of extracellular proteolytic enzymes in 
Paenibacillus peoriae NRRL BD-62 and Paenibacillus polymyxa SCE2. Letters in 
applied microbiology, 43(6), 625-630. 

Amer, A. E.A., Hashem, M. I ., Amer, M. E., and Gomaa A. M. (2015). Using sweet 
whey for production of milk clotting enzyme by Mucor miehei NRRL 3420 in 
production of white soft cheese. Middle East Journal of Applied Sciences, 5(4), 1068-
1081. 

American Cheese Society. (2018). American Cheese Society Cheese and Dairy 
Product Lexicon and Glossary. Denver: American Cheese Society. (pp 4-36). 

Andrade, V. S., Sarubbo, L. A., Fukushima, K., Miyaji, M., Nishimura, K., and 
Campos-Takaki, G. M. D. (2002). Production of extracellular proteases by Mucor 
circinelloides using D-glucose as carbon source/substrate. Brazilian Journal of 
Microbiology, 33(2), 106-110. 

Andre´n, A. (2011). Rennets and Coagulants. In: J. W. Fuquay., P. L. McSweeney., & 
P. F. Fox. (Eds.). Encyclopedia of dairy sciences (2nd ed.). UK: Academic Press. (p 
576 ). 

Araújo, B. F., Ramos, E. L. P., Contiero, J., Ferreira, G. L. S., and Silveira, G. G. 
(2015). The role of the type of substrate, particle size, and coagulations analytical 
method on microbial rennet synthesis by Mucor miehei Cooney & R. Emers., 1964 
(Fungi: Zygomycota) via solid-state fermentation. Brazilian Journal of Biological 
Sciences, 2(4), 245-251. 

Arima, K., Iwasaki, S., and Tamura, G. (1967). Milk clotting enzyme from 
microorganisms: Part I. Screening test and the identification of the potent 
fungus. Agricultural and Biological Chemistry, 31(5), 540-545.  

Ataci, N., Simsek, G., Atac, I. A., and Kuzu, H. (2009). Temperature and pH Effect 
on Milk Clotting Time of Mucor miehei Rennet. Asian Journal of Chemistry, 21(3), 
1754-1758. 

Auerbach, C. (2013). Mutation research: problems, results and perspectives. New 
York: Springer. (p 445). 



166 
 

Ayhan, F., Çelebi, S. S., and Tanyolac, A. (2001). The effect of fermentation 
parameters on the production of Mucor miehei acid protease in a chemically defined 
medium. Journal of Chemical Technology & Biotechnology, 76(2), 153-160. 

Bailey, M. J., and Siika-aho, M. (1988). Production of microbial 
rennin. Biotechnology Letters, 10(3), 161-166. 

Banik, S., Bandyopadhyay, S., and Ganguly, S. (2003). Bioeffects of microwave––a 
brief review. Bioresource technology, 87(2), 155-159. 

Barrett, A. J. (1994). Classification of peptidases. In: A. J. Barrett (Ed.). Methods in 
Enzymology, volume 244, Proteolytic enzymes: serine and cysteine peptidases. San 
Diego: Academic press. (p 1). 

Barrett, A., Rawlings, N., Woessner, J. (2004). Handbook of Proteolytic Enzymes 
Volume 1, Aspartic and Metallo Peptidases (2nd ed.). Oxford, UK: Academic 
Press. (p 1). 

Benluvankar, V., Priya, S. E., and Gnanadoss, J. J. (2016). Medium Formulation and 
its optimization for increased protease production by Penicillium sp. LCJ228 and its 
potential in blood stain removal. Journal of Applied Biology & Biotechnology 
Vol, 4(01), 020-026. 

Berg, J. S., Powell, B. C., and Cheney, R. E. (2001). A millennial myosin census. 
Molecular Biology of the Cell 12(4), 780–794. 

Berger, H., Basheer, A., Böck, S., Reyes-Dominguez, Y., Dalik, T., Altmann, F., and 
Strauss, J. (2008). Dissecting individual steps of nitrogen transcription factor 
cooperation in the Aspergillus nidulans nitrate cluster. Molecular microbiology, 69(6), 
1385-1398. 

Berka, R. M., and Cherry, J. R. (2006). Enzyme biotechnology. In: C. Ratledge & B. 
Kristiansen (Eds.). Basic biotechnology (3rd ed.). UK: Cambridge University Press. 
(pp 477-478).  

Beppu, T., and Nishiyama, M. (2013). Mucorpepsin. In: N. D. Rawlings & G. 
Salvesen. (Eds.). Handbook of proteolytic enzymes (3rd ed., Vol. 1). Oxford, UK: 
Academic press. (p.p 154-155). 

Beyenal, H., Şeker, Ş., Salih, B., and Tanyolaç, A. (1999). The effect of D-glucose on 
milk clotting activity of Mucor miehei in a chemostat with biomass retention. Journal 
of Chemical Technology & Biotechnology: International Research in Process, 
Environmental & Clean Technology, 74(6), 527-532. 

Beyzadeoglu, M., Ozyigit, G., and Ebruli, C. (2010). Basic radiation oncology. 
Germany: Springer. (p4). 



167 
 

Bills, G. F., and Foster, M. S. (2004). Formulae for selected materials used to isolate 
and study fungi and fungal allies. In: G. M. Mueller., M. S. Foster., and G. F. Bills 
(Eds.). Biodiversity of fungi: inventory and monitoring methods. Burlington, MA, 
UK: Elsevier Academic Press. (p 607). 

Bisswanger, H. (2011). Practical enzymology (2nd ed., Rev. ed.). Weinheim, 
Germany: Wiley-Blackwell. (pp 28-33, 37-38). 

Blackwell, M., and Spatafora, J. W. (2004). Fungi and their allies. In: G. M. Mueller., 
M. S. Foster., and G. F. Bills (Eds.). Biodiversity of fungi: inventory and monitoring 
methods. Burlington, MA, UK: Elsevier Academic Press. (p 9). 

Boon, E., Meehan, C. J., Whidden, C., Wong, D. H. J., Langille, M. G., and Beiko, R. 
G. (2014). Interactions in the microbiome: communities of organisms and 
communities of genes. FEMS microbiology reviews, 38(1), 90-118. 

Boratyński, F., Szczepańska, E., Grudniewska, A., Gniłka, R., and Olejniczak, T. 
(2018). Improving of hydrolases biosythesis by solid-state fermentation of Penicillium 
camemberti on rapeseed cake. Scientific reports, 8(1), 1-9. 

Bowden, M. E., Crow, A. B., and Sullivan, T. (2003). Pharmaceutical achievers: the 
human face of pharmaceutical research. USA, Philadelphia: Chemical Heritage Press. 
(p 43). 

Bozkurt-Cekmer, H., and Davidson, P. M., (2017). Microwaves for microbial 
inactivation—efficiency and inactivation kinetics. In M, Regier., K, Knoerzer, & H, 
Schubert (Eds.). The microwave processing of foods. Oxford: Woodhead Publishing. 
(pp 223-227). 

Braga, R. M., Dourado, M. N., and Araújo, W. L. (2016). Microbial interactions: 
ecology in a molecular perspective. Brazilian Journal of Microbiology, 47, 86-98. 

Bugg, T. D. (2012). Introduction to enzyme and coenzyme chemistry (2nd ed.). UK: 
John Wiley & Sons.  (p.p 2, 8). 

Bulgakova, V. G., Grushina, V. A., Orlova, T. I., Petrykina, Z. M., Polin, A. N., Noks, 
P. P., ... & Rubin, A. B. (1996). The effect of millimeter-band radiation of nonthermal 
intensity on sensitivity of Staphylococcus to various antibiotics. Biofizika, 41(6), 
1289-1293. 

Carlile, M. J., Watkinson, S. C., and Gooday, G. W. (2001). The fungi (2nd ed.). 
London: Academic Press. (p.p 1, 3, 12-15, 38-43). 

Chelius, M. K., and Wodzinski, R. J. (1994). Strain improvement of Aspergillus niger 
for phytase production. Applied microbiology and biotechnology, 41(1), 79-83. 



168 
 

Chen, X. G., Stabnikova, O., Tay, J. H., Wang, J. Y., and Tay, S. T. L. (2004). 
Thermoactive extracellular proteases of Geobacillus caldoproteolyticus, sp. nov., from 
sewage sludge. Extremophiles, 8(6), 489-498. 

Chisti, Y. (1999). Solid Substrate Fermentations, Enzyme Production, Food 
Enrichment. In: M.C. Flickinger., & S.W. Drew (Eds.). Encyclopedia of Bioprocess 
Technology: Fermentation, Biocatalysis, and Bioseparation (Vol. 5). New York, 
USA:  John Wiley and Sons. (p 2455). 

Chisti, Y. (2014). Fermentation (Industrial) Basic Considerations. In: Batt. C. A., & 
Tortorello. M. L (Eds.). Encyclopedia of Food Microbiology (2nd ed., Vol. 1). 
Oxford, UK: Academic Press (pp 751-761).  

Chr. Hansen. (n.d.). MICROLANT® Supreme. Retrieved November 10, 2018, from 
https://www.chr-hansen.com/en/food-cultures-and-enzymes/cheese/cards/product-
cards/microlant-supreme  

Chr. Hansen. (2019). BioRen® 97T100 Product Information Version: 3 PI GLOB 
EN. Retrieved from 
https://hjemmeriet.com/en/ChrHansen/Products/BioRen/PI_GLOB_BioRen_97T100_
410129_EN.pdf   

Clark, S., Costello. (2009). Dairy Products Evaluation Competitions. In: S. Clark., M. 
Costello., M. Drake., & F. Bodyfelt (Eds.). The sensory evaluation of dairy products 
(2nd ed). Springer Science & Business Media. (pp 62-70). 

Cooney, D., and Emerson, R. (1964). Thermophilic Fungi: An Account of Their 
Biology, Activities, and Classification. San Francisco: W.H. Freeman and Co. (pp 1-
188).  

Cooper. J. B. (2013). Endothiapepsin. In: N. D. Rawlings & G. Salvesen. (Eds.). 
Handbook of proteolytic enzymes (3rd ed., Vol. 1). Oxford, UK: Academic press. (p 
147). 

Cornish-Bowden, A. (2014). Current IUBMB recommendations on enzyme 
nomenclature and kinetics. Perspectives in Science, 1(1-6), 74-87. 

Crawley, M. J. (2007). Statistical Modelling. In: The R book. Chichester, UK: John 
Wiley & Sons. (p 327). 

Crueger, W., Crueger, A., and Aneja. K. R. (2017). Biotechnology: A Textbook of 
Industrial Microbiology (3rd ed). India: Medtech. (pp 70-71).  

Dai ,Y.J., Wang, L.M., Jiang, Z.F., Liu, W.Z., Cheng, C., Nan, X.H. and  Liu, X.P. 
(2014). The effect of cultivation material C/N ratio on the growth and biological 
conversion rate of Pleurotus eryngii mycelium. In: F. Zheng (Ed.). Biotechnology, 
Agriculture, Environment and Energy. London: CRC Press. (pp 73-76). 



169 
 

Dardalhon, M., Averbeck, D., and Berteaud, A. J. (1981). Studies on possible genetic 
effects of microwaves in procaryotic and eucaryotic cells. Radiation and 
Environmental Biophysics, 20(1), 37-51. 

Da Silva, R. R., Souto, T. B., de Oliveira, T. B., de Oliveira, L. C. G., Karcher, D., 
Juliano, M. A., ... and Cabral, H. (2016). Evaluation of the catalytic specificity, 
biochemical properties, and milk clotting abilities of an aspartic peptidase from 
Rhizomucor miehei. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 43(8), 
1059-1069. 

Davet, P. and Rouxel, F. (2000). Detection and Isolation of Soil Fungi. Plymouth, 

United Kingdom: Science Publisher Inc. (p 6-7). 

De Hoog, G. S. (2000). Atlas of clinical Fungi (2nd  ed.). Washington- USA: 
American Society for Microbiology. (pp 95-96). 

De Lima, C. J. B., Cortezi, M., Lovaglio, R. B., Ribeiro, E. J., Contiero, J., and De 
Araújo, E. H. (2008). Production of rennet in submerged fermentation with the 
filamentous fungus Mucor miehei NRRL 3420. World Applied Sciences Journal, 4(4), 
578-585. 

Demir, H. (2012). Production of pectinase from aspergillus sojae by solid-state 
fermentation. Doctoral thesis, School of Engineering and Sciences of İzmir Institute 
of Technology, Turkey. (pp 16-17). 

De Renobales, M., Virto, M., and Barron, L. J. R. (2013). Rennets and sensory 

characteristics of traditional cheeses.  In: V. R. Preedy., R. R. Watson., & V. B. Patel 

(Eds.). Handbook of cheese in health: Production, nutrition and medical 

sciences (Vol. 6). USA: Wageningen Academic Publishers. (p110). 

Dhahi, S. J., Habash, R. W. Y., and Al-Hafid, H. T. (1982). Lack of mutagenic effects 
on conidia of aspergillus amstelodami irradiated by 8.7175-GHz CW 
microwaves. Journal of Microwave Power, 17(4), 345-351. 

Dos Santos Bazanella, G. C., Araujo, A. V., Castoldi, R., Maciel, G. M., Inacio, F. D., 
De Souza, C. G. M., ... & Peralta, R. M. (2014). Ligninolytic enzymes from white-rot 
fungi and application in the removal of synthetic dyes. In: T. M. Maria de Lourdes & 
M. Rai (Eds.). Fungal Enzymes. Boca Raton: CRC Press. (p 263). 

Duranti, E., Bolla, P., Caroli, A., Chiofalo, L., Di Stasio, L., Fortina, R., ... & Zullo, 
A. (2003). Problems concerning ovine milk clotting aptitude. Italian Journal of 
Animal Science, 2(1), 89-95.  



170 
 

Dutta, J. R., Dutta, P. K., and Banerjee, R. (2005). Kinetic study of a low molecular 
weight protease from newly isolated Pseudomonas sp. using artificial neural network. 
Indian Journal of Biotechnology, 4 (1), 127–133. 

Dutta, J. R., and Banerjee, R. (2006). Isolation and characterization of a newly 
isolated Pseudomonas mutant for protease production. Brazilian archives of biology 
and technology, 49 (1), 37-47. 

Elgammal, E. W., El-Khonezy, M. I., Ahmed, E. F., and Abd-Elaziz, A. M. (2020). 
Enhanced production, partial purification, and characterization of alkaline 
thermophilic protease from the endophytic fungus Aspergillus ochraceus 
BT21. Egyptian Pharmaceutical Journal, 19(4), 338. 

El-Mansi, E. M. T., Bryce, C. F. A., Hartley, B. S., and Demain, A. L. (2006). 
Fermentation microbiology and biotechnology: an historical perspective. 
In: Fermentation Microbiology and Biotechnology (2nd ed.). USA: CRC press. (pp 1-
8,16-24). 

El Soda, M. (1997). Control and enhancement of flavour in cheese. In: B. A. Law 
(Ed.). Microbiology and biochemistry of cheese and fermented milk. Boston, MA: 
Springer. (p 219 ). 

Escobar, J., and Barnett, S. M. (1993). Effect of agitation speed on the synthesis of 
Mucor miehei acid protease. Enzyme and microbial technology, 15(12), 1009-1013. 

Escobar, J., and Barnett, S. (1995). Synthesis of acid protease from Mucor miehei: 
integration of production and recovery. Process biochemistry, 30(8), 695-700. 

Eugster, E. (2017). Cheese, Processed Cheese, and Whey. In: B. Elvers (Ed.). 
Ullmann's Food and Feed. V2, PART III: Bulk Food Components. Weinheim, 
Germany: Wiley-VCH. (p 586). 

Fernández-Lahore, H. M., Fraile, E. R., and Cascone, O. (1998). Acid protease 
recovery from a solid-state fermentation system. Journal of Biotechnology, 62(2), 83-
93. 

Fernandez-Lahore, H. M., Auday, R. M., Fraile, E. R., Cascone, O., Biscoglio de 
Jimenez Bonino, M., Pirpignani, L., and Machalinski, C. (1999). Purification and 
characterization of an acid proteinase from mesophilic Mucor sp. solid-state 
cultures. The Journal of peptide research, 53(6), 599-605. 

Fileto-Pérez, H. A., Montoya-Ayón, L. G., Soto-García, E., Páez-Lerma, J. B., Soto-
Cruz, N. O., García-Caballero, B. E., and Rutiaga-Quiñones, J. G. (2020). Effect of 
fermentation time and acid casein concentration as nitrogen source on microbial 
rennet production. Journal of Dairy Research, 87(3), 379-381. 

Foda, M., Moharam, M., Ramadan, M., and El-bendary, M. (2012). Over production 
of milk clotting enzyme from Rhizomucor miehei through adjustment of growth under 



171 
 

solid state fermentation conditions. Australian Journal of basic and applied science, 6 
(8), 579-589. 

Foltmann, B. (1993). General and molecular aspects of rennets. In P. F. Fox 
(Ed.). Cheese: chemistry, physics and microbiology. Boston, MA: Springer. (pp. 37-
68). 

Food and Drug Administration. (2022, January 9). Code of Federal Regulations, 21 
CFR 184.1685 - rennet (animal-derived) and chymosin preparation (fermentation-
derived).  https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr
=184.1685&SearchTerm=rennet 

Fortune Business Insight. (2022). Cheese Market Size, Share & COVID 19 Impact 
Analysis, By Source (Animal based and Plant based), Product Type (Cheddar, 
Mozzarella, Parmesan, Feta, and Others), Type (Processed, Natural, Block, 
Spreadable, and Hard & Soft Cheese), Distribution Channel 
(Supermarkets/Hypermarkets, Specialty Stores, Convenience Stores, and Online 
Retail), and Regional Forecast, 2021-2028. Retrieved August 17, 2022, from 
https://www.fortunebusinessinsights.com/cheese-market-104293  

Fox, P. F., and Walley, B. F. (1971). Influence of sodium chloride on the proteolysis 
of casein by rennet and by pepsin. Journal of Dairy Research, 38(02), 165-170. 

Fox, P. F. (1993). Cheese: An Overview. In: P. F. Fox (Ed.). Cheese: Chemistry, 
Physics and Microbiology, Volume 1: General Aspects (2nd ed.). UK: Springer. (pp 
8-9). 

Fox, P. F., and McSweeney, P. L. H. (1997). Rennets: their role in milk coagulation 
and cheese ripening. In: B. A. Law (Ed.). Microbiology and biochemistry of cheese 
and fermented milk. Boston, MA: Springer. (p 1-14 ). 

Fox, P. F., Guinee, T. P., Cogan, T. M., and McSweeney, P. L. (2017). Fundamentals 
of cheese science (2nd ed.). New York: Springer. (p. 315). 

Gancedo, J. M. (1998). Yeast carbon catabolite repression. Microbiology and 
molecular biology reviews, 62(2), 334-361.  

Garfin, D. E. (2009). One-Dimensional Gel Electrophoresis. In: R. R. Burgess & M. 
P. Deutscher (Eds.). Methods In Enzymology Volume 463, Guide To Protein 
Purification (2nd ed.). Oxford, UK: academic press. (pp 502-511). 

Gaur, R., Singh, A., Tripathi, A., and Singh, R. (2017). Bioreactors. In: R. L. Singh 
(Ed.). Principles and Applications of Environmental Biotechnology for a Sustainable 
Future. Singapore: Springer. (p 240).  

Gessesse, A., Hatti-Kaul, R., Gashe, B. A., and Mattiasson, B. O. (2003). Novel 
alkaline proteases from alkaliphilic bacteria grown on chicken feather. Enzyme and 
Microbial Technology, 32(5), 519-524. 



172 
 

Ghazi, S., Sepahy, A. A., Azin, M., Khaje, K., and Khavarinejad, R. (2014). UV 
mutagenesis for the overproduction of xylanase from Bacillus mojavensis PTCC 1723 
and optimization of the production condition. Iranian journal of basic medical 
sciences, 17(11), 844-853. 

Glass, R. E. (1982). Gene function: E. coli and its heritable elements. USA: Univ of 
California Press. (p 118). 

Gowthaman, M. K., Krishna, C., and Moo-Young, M. (2001). Fungal solid state 
fermentation—an overview. Applied mycology and biotechnology, 1, 305-352. 

Green, M. L., and Grandison, A. S. (1993). Secondary (non-enzymatic) phase of 
rennet coagulation and post-coagulation phenomena. In P. F. Fox (Ed.). Cheese: 
Chemistry, Physics and Microbiology, Volume 1: General Aspects (2nd ed.). UK: 
Springer. (pp 118-133). 

Grünefeld, P., and Richert, C. (2006). Effect of microwave irradiation on 
phosphoramidite couplings on controlled pore glass. Nucleosides, Nucleotides, and 
Nucleic Acids, 25(7), 815-821. 

Hajji, M., Kanoun, S., Nasri, M., and Gharsallah, N. (2007). Purification and 
characterization of an alkaline serine-protease produced by a new isolated Aspergillus 
clavatus ES1. Process Biochemistry, 42(5), 791-797. 

Haldane, J. B. S. (1965). Enzymes. Cambridge: MIT Press Classics, (originally 
publisher, Longmans, Green, 1930). (p 84). 

Hamnerius, Y., Rasmuson, Å., and Rasmuson, B. (1985). Biological effects of 
high-frequency electromagnetic fields on Salmonella typhimurium and Drosophila 
melanogaster. Bioelectromagnetics: Journal of the Bioelectromagnetics Society, The 
Society for Physical Regulation in Biology and Medicine, The European 
Bioelectromagnetics Association, 6(4), 405-414. 

Harboe, M., Broe, M. L., and Qvist, K. B. (2010). The Production, Action and 
Application of Rennet and Coagulants. In: B. A. Law & A. Y. Tamime (Eds.). 
Technology of cheesemaking (2nd ed.). Singapore: John Wiley & Sons. (pp 100-101, 
124-125). 

Harvey, L. M., and McNeil, B. (1994). Liquid fermentation systems and product 
recovery of Aspergillus. In: J. E. Smith (Ed.). Biotechnology Handbooks. Volume 
7.  Aspergillus. New York: Springer Science+Business Media, LLC. (p.p 150, 165). 

Hawksworth, D. L., and Lücking, R. (2017). Fungal diversity revisited: 2.2 to 3.8 
million species. Microbiology spectrum, 5(4), 5-4. 

Hawley, R. S., and Walker, M. (2003). Advanced genetic analysis: finding meaning in 
a genome. UK: Blackwell Publishing. (p.p 9-11, 40-41). 



173 
 

Heflich, R. H. (1991). Chemical mutagens. In: A. P. Li., & R. H. Heflich (Eds.). 
Genetic Toxicology. USA: CRC press. (p.p 143, 145, 186-188, 192-193). 

Hibbett, D. S., Binder, M., Bischoff, J. F., Blackwell, M., Cannon, P. F., Eriksson, O. 
E., ... & Lumbsch, H. T. (2007). A higher-level phylogenetic classification of the 
Fungi. Mycological research, 111(5), 509-547. 

Horne, D. S., and Lucey, J. A. (2017). Rennet-induced Coagulation of Milk. In: P. L. 
H. McSweeney., P. F. Fox., P. D. Cotter., and D. W. Everett. Cheese: Chemistry, 
physics and microbiology. Volume 1. General aspects (4th ed.). UK: Elsevier  
Academic Press. (p 121). 

Hossain, T. M. D. T., Das, F. L. O. R. A., Marzan, L. W., Rahman, M. S., and Anwar, 
M. N. (2006). Some properties of protease of the fungal strain Aspergillus flavus. Int J 
Agric Biol, 8(2), 162-164. 

Hunter, T. (1995) Protein kinases and phosphatases: the yin and yang of protein 
phosphorylation and signaling. Cell 80(2), 225–236. 

Huppertz, T., and Fox, P. F. (2006). Effect of NaCl on some physico-chemical 
properties of concentrated bovine milk. International Dairy Journal, 16(10), 1142–
1148. 

Illanes, A. (2008). Enzyme biocatalysis: principles and applications. Netherlands: 
Springer Science & Business Media. (p.p 4, 5, 16-18, 62-63). 

Iwasaki, S., Tamura, G. and Arima, K. (1967). Milk clotting enzyme from 
microorganisms: Part II. The enzyme production and the properties of crude 
enzyme. Agricultural and Biological Chemistry, 31(5), 546-551.  

Jacob, M., Jaros, D., and Rohm, H. (2010). The effect of coagulant type on yield and 
sensory properties of semihard cheese from laboratory-, pilot-and commercial-scale 
productions. International journal of dairy technology, 63(3), 370-380. 

Jain, J. L. (2004). Fundamentals of biochemistry. S. New Delhi: Chand Publishing.  (p 
338).  

Jeyanthi, G. P. (2009). Molecular Biology. Chennai, India: MJP Publishers. (pp 257-
258). 

Jin, Q., and Kirk, M. F. (2018). pH as a primary control in environmental 
microbiology: 1. thermodynamic perspective. Frontiers in Environmental Science, 6: 
21, 1-22. 

Joint Food and Agriculture Organization of the United Nations/World Health 
Organization Expert Committee on Food Additives. (1974). Evaluation of certain 
food additives: eighteenth report of the Joint FAO/WHO. Geneva: FAO & WHO. (p 
34). 



174 
 

Karcher, S. J. (1995). Molecular biology: a project approach. San Diego, California: 
Academic Press, Inc. (pp 170-171). 

Katoh, S., Horiuchi, J. I., and Yoshida, F. (2015). Biochemical engineering: a 
textbook for engineers, chemists and biologists (2nd ed., Rev. ed.). Weinheim, 
Germany: John Wiley & Sons. (p191). 

Kazemi-Vaysari, A., Kheirolomoom, A., Arjmand, M., and Habibollahi, M. (2002). 
Optimization of Mucor miehei Rennin production and recovery. Scientia Iranica, 
9(1), 99-104.  

Keasling, J. D. (2012). Synthetic biology and the development of tools for metabolic 
engineering. Metabolic engineering, 14(3), 189-195. 

Khademi, F., Abachi, S., Mortazavi, A., Ehsani, M. A., Tabatabaei, M. R., and 
Malekzadeh, F. A. (2013). Optimization of fungal rennet production by local isolate 
of Rhizomucor miehei under solid substrate fermentation system. Journal of  
pharmacy and Biological science, 5(2), 115-121. 

Khalil Moghaddam, S., Khaleghian, M., Naderi, F., Azin, M., and Monajjemi, M. 
(2008). Purification and characterization of milk clotting enzyme produced by 
Rhizomucor Rmiehei. Journal of Physical & Theoretical Chemistry, 5(3), 29-34. 

Khan, A. R., and James, M. N. (1998). Molecular mechanisms for the conversion of 
zymogens to active proteolytic enzymes. Protein Science, 7(4), 815-836. 

Khattab, A. A., and Bazaraa, W. A. (2005). Screening, mutagenesis and protoplast 
fusion of Aspergillus niger for the enhancement of extracellular glucose oxidase 
production. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 32(7), 289-294. 

Kidd, S., Halliday, C. L., Alexiou, H., and Ellis, D. (2016). Descriptions of medical 
fungi (3rd  ed.). Adelaide, South Australia: the Authors. (p. 232). 

Kokkonen, P., Beier, A., Mazurenko, S., Damborsky, J., Bednar, D., and Prokop, Z. 
(2021). Substrate inhibition by the blockage of product release and its control by 
tunnel engineering. RSC chemical biology, 2(2), 645-655. 

Krishna, C. (2005). Solid-state fermentation systems—an overview. Critical reviews 
in biotechnology, 25(1-2), 1-30. 

Kumar, A. K., Parikh, B. S., Singh, S. P., and Shah, D. (2015). Use of combined UV 
and chemical mutagenesis treatment of Aspergillus terreus D34 for hyper-production 
of cellulose-degrading enzymes and enzymatic hydrolysis of mild-alkali pretreated 
rice straw. Bioresources and Bioprocessing, 2, 35, 1-11. 

Kunitz, M. (1947). Crystalline soybean trypsin inhibitor: II. General properties. The 
Journal of General Physiology, 30(4), 291-310. 



175 
 

Lackner, M., Caramalho, R., and Lass-Flörl, C. (2014). Laboratory diagnosis of 
mucormycosis: current status and future perspectives. Future microbiology, 9(5), 683-
695. 

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the 
head of bacteriophage T4. nature, 227(5259), 680-685. 

Lai, Y. P., Huang, J., Wang, L. F., Li, J., and Wu, Z. R. (2004). A new approach to 
random mutagenesis in vitro. Biotechnology and bioengineering, 86(6), 622-627. 

Lambert, P. W., and Meers, J. L. (1983). The production of industrial 
enzymes. Philosophical Transactions of the Royal Society of London. Series B, 
Biological Sciences, 300(1100), 263-282.  

Lario, L. D., Pillaca-Pullo, O. S., Sette, L. D., Converti, A., Casati, P., Spampinato, 
C., and Pessoa, A. (2020). Optimization of protease production and sequence analysis 
of the purified enzyme from the cold adapted yeast Rhodotorula mucilaginosa 
CBMAI 1528. Biotechnology Reports, 28, e00546, 1-9. 

Law, B. A. (2002). Enzymes in the manufacture of dairy products. In: R. J. 
Whitehurst., & B. A. Law (Eds.). Enzymes in Food Technology. UK: Sheffield 
Academic Press. (91-94). 

Law. B. A. (2010). Enzymes in dairy product manufacture. In: R. J. Whitehurst & M. 
Van Oort (Eds.). Enzymes in Food Technology (2nd ed.). Chinchester: Wiley-
Blackwell. (p.p 88-89, 91). 

Li, X. H., Yang, H. J., Roy, B., Park, E. Y., Jiang, L. J., Wang, D., & Miao, Y. G. 
(2010). Enhanced cellulase production of the Trichoderma viride mutated by 
microwave and ultraviolet. Microbiological Research, 165(3), 190-198. 

Lineweaver, H., and Burk, D. (1934). The determination of enzyme dissociation 
constants. Journal of the American chemical society, 56(3), 658-666. 

Lonsane, B., and Krishnaiah, M. (1992). Leaching the product and further 
downstream processing. In: H. W. Doelle., D. A. Mitchell., and C. E. Rolz, (eds.). 
Solid Substrate Cultivation. London, UK: Elsevier Applied Science. (pp 157-158).  

Losso, J. N. (2008). The biochemical and functional food properties of the Bowman-
Birk inhibitor. Critical reviews in food science and nutrition, 48(1), 94-118.   

Lowry, O., Rosebrough, N., Farr, A. L., and Randall, R. (1951). Protein measurement 
with the Folin phenol reagent. Journal of biological chemistry, 193(1), 265-275. 

Macauley-Patrick, S., and Finn, B. (2008). Modes of fermenter operation. In: B. 
McNeil & L. Harvey (Eds.). Practical fermentation technology. West Sussex, 
England: John Wiley and Sons, Ltd. (pp 71-72). 



176 
 

Maggi, M., Mittelman, S. D., Parmentier, J. H., Colombo, G., Meli, M., Whitmire, J. 
M., ... & Scotti, C. (2017). A protease-resistant Escherichia coli asparaginase with 
outstanding stability and enhanced anti-leukaemic activity in vitro. Scientific 
reports, 7(1), 1-16. 

Maier, R. M., and Pepper, I. L. (2015). Bacterial growth. In: I. L. Pepper., C. P. 
Gerba., and T. J. Gentry (Eds.).  Environmental Microbiology (3rd  ed.). Oxford, UK; 
Academic Press. (pp 38-41). 

Mamo, J., Kangwa, M., Fernandez-Lahore, H. M., and Assefa, F. (2020). 
Optimization of media composition and growth conditions for production of milk-
clotting protease (MCP) from Aspergillus oryzae DRDFS13 under solid-state 
fermentation. Brazilian Journal of Microbiology, 51(2), 571-584.  

Manjrekar, S., Wadekar, T., and Sumant, O. (2021, March). Enzymes Market- Global 
Opportunity Analysis and Industry Forecast, 2020–2027. Allied Market Research. 
https://www.alliedmarketresearch.com/enzymes-market 

Manoliu, A., Tufescub, F. M., Opricaa, L., Olteanua, Z., and Creangab, D. E. (2004). 
Microwave Influence in Fungi-a Preliminary Study. Proceedings of the 11th 
International Congress of the International Radiation Protection Association, 
Madrid. Spain, 35(34), 1-8. 

Mantle, D., and Preedy, V. R. (2002). Adverse and beneficial functions of proteolytic 
enzymes in skeletal muscle. Adverse drug reactions and toxicological reviews, 21(1), 
31-49. 

Marzluf, G. A. (1997). Genetic regulation of nitrogen metabolism in the 
fungi. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 61(1), 17-32. 

Mattern, I. E., van Noort, J. M., van den Berg, P., Archer, D. B., Roberts, I. N., and 
van den Hondel, C. A. (1992). Isolation and characterization of mutants of Aspergillus 
niger deficient in extracellular proteases. Molecular and General Genetics 
MGG, 234(2), 332-336.  

McNeil, B., and Harvey, L. (2008). The Design and Preparation of Media for 
Bioprocesses. In: Practical fermentation technology. West Sussex, England: John 
Wiley and Sons, Ltd. (pp 99-109). 

Meltz, M. L. (1991). Physical mutagens. In: A. P. Li., & R. H. Heflich (Eds.). Genetic 
Toxicology. USA: CRC press. (pp 206, 225-229). 

Mezykowski, T., Bal, J., Debiec, H., and Kwarecki, K. (1980). Response of 
Aspergillus nidulans and Physarum polycephalum to microwave irradiation. Journal 
of Microwave Power.15(2), 75-80. 

Miglani, G. S. (2002). Advanced genetics. UK: Alpha science international Ltd.  (p.p 

92, 110). 



177 
 

Minitab Inc.( n.d.).  Model reduction. Retrieved March 10, 2022, from 

https://support.minitab.com/en-us/minitab/18/help-and-how-to/modeling-

statistics/regression/supporting-topics/regression-models/model-reduction/  

Mitchell, D. A. (1992). Microbial basis of processes. In: H. W. Doelle., D. A. 

Mitchell., and C. E. Rolz, (eds.). Solid Substrate Cultivation. London, UK: Elsevier 

Applied Science. (pp 25–26). 

Mitchell, D. A., Srinophakun, P., Krieger, N., and von Meien, O. F. (2006). Group II 

bioreactors: forcefully-aerated bioreactors without mixing. In: D. A. Mitchel., M. 

Berovič., & N. Krieger. Solid-state fermentation bioreactors: Fundamentals of design 

and operation. Berlin, Heidelberg: Springer. (p 91).  

Mótyán, J. A., Tóth, F., and Tőzsér, J. (2013). Research applications of proteolytic 

enzymes in molecular biology. Biomolecules, 3(4), 923-942. 

Mueller, G. M., and Bills, G. F. (2004). Introduction. In: G. M. Mueller., M. S. 

Foster., and G. F. Bills (Eds.). Biodiversity of fungi: inventory and monitoring 

methods. Burlington, MA, UK: Elsevier Academic Press. (p 1). 

Mujica, M. Á., Matute-Almeida, L., Rodas-Espinoza, S., Román-Rojas, H., & 

Vargas-Guzmán, D. (2020). Influence of stirring speed, initial pH and fermentation 

time on obtaining microbial rennet from Rhizomucor miehei. Biotecnología 

Aplicada, 37(3), 3201-3207.  

Nadeem, M., Qazi, J. I., and Baig, S. (2010). Enhanced production of alkaline 

protease by a mutant of Bacillus licheniformis N-2 for dehairing. Brazilian Archives 

of Biology and Technology, 53(5), 1015-1025. 

Nandakumar, M. P., Thakur, M. S., Raghavarao, K. S. M. S., and Ghildyal, N. P. 

(1999). Studies on catabolite repression in solid state fermentation for biosynthesis of 

fungal amylases. Letters in Applied Microbiology, 29(6), 380-384.  

Nooralabettu, K. P. (2014). Optimisation of ammonium sulfate precipitation method 

to achieve high throughput concentration of crude alkaline phosphatase from Brown 

shrimp (Metapenaeus monoceros) hepatopancreas. International Journal of Analytical 

Bio-Science, 2(1), 7-16. 



178 
 

Nurkasanah, S., and Widodo, N. (2015). The Effect of Different Media Content on 

Protease Activity Bacillus subtilis. Biotropika: Journal of Tropical Biology, 3(2), 

104-106. 

Okpara, M. O., Bamidele, O. S., and Ajele, J. O. (2019). Enhanced Production of 

Salinity-Induced Proteases from Aspergillus flavus and Aspergillus niger. Advances in 

Enzyme Research, 7(4), 45-56. 

Ooijkaas, L. P., Weber, F. J., Buitelaar, R. M., Tramper, J., and Rinzema, A. (2000). 

Defined media and inert supports: their potential as solid-state fermentation 

production systems. Trends in Biotechnology, 18(8), 356-360. 

Ottens, M., Wesselingh, J. A., and van der Wielen, L. A. M. (2006). Downstream 
processing. In: Ratledge, C., & Kristiansen, B. (Eds.). Basic biotechnology (3rd ed.). 
UK: Cambridge University Press. (pp 219-250). 

Pandey, A., Selvakumar, P., Soccol, C. R., and Nigam, P. (1999). Solid state 
fermentation for the production of industrial enzymes. Current science, 149-162. 

Pandey, A., Soccol, C. R., and Mitchell, D. (2000). New developments in solid state 
fermentation: I-bioprocesses and products. Process biochemistry, 35(10), 1153-1169. 

Pandey, A., Soccol, C. R., and Larroch, C. (2008). Current Developments In Solid-

State Fermentation. India: Springer Science & Business Media, LLC. (pp 3, 13, 22, 

23). 

Papp, T., Nyilasi, I., Takó, M., Nagy, L. G., and Vágvölgyi, C. (2011).  Rhizomucor. 
In: D. Liu (Ed.). Molecular detection of human fungal pathogens. Boca Raton, FL: 
Taylor & Francis Group, LLC. (p 783-790). 

Pérez-Guerra, N., Torrado-Agrasar, A., López-Macias, C., and Pastrana, L. (2003). 

Main characteristics and applications of solid substrate fermentation. Electronic 

Journal of Environmental, Agricultural and Food Chemistry, 2(3), 343-350. 

Pham, C. H., Collier, Z. J., Fang, M., Howell, A., and Gillenwater, T. J. (2019). The 

role of collagenase ointment in acute burns: a systematic review and meta-

analysis. Journal of wound care, 28(2), 9-15.  

Piscitelli, A., Pezzella, C., Lettera, V., Giardina, P., Faraco, V., and Sannia, G. (2014). 
Fungal laccases: structure, function and application. In: T. M. Maria de Lourdes & M. 
Rai (Eds.). Fungal Enzymes. Boca Raton: CRC Press. (p 121). 



179 
 

Preetha, S., and R. Boopathy. (1994). Influence of culture conditions on the 

production of milk clotting enzyme  from Rhizomucor. World  Journal of 

Microbiology & Biotechology. 10, 527-530. 

Preetha, S., and Boopathy, R. (1997). Purification and characterization of a milk 
clotting protease from Rhizomucor miehei. World Journal of Microbiology and 
Biotechnology, 13(5), 573-578. 

Prescott, L. M. (2002). Microbiology (5th ed.). New York: McGraw-Hill. (p 96). 

Quaglia, G. B., and Gennaro, L. (2003). ENZYMES| Uses in Food 

Processing.  In: Caballero, B. (Ed.). Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition 

(Second Edition). San Diego, CA, USA: Academic Press. (p 2133-2134). 

Radha, S., Babu, R. H., Sridevi, A., Prasad, N. B. L., and Narasimha, G. (2012). 

Development of mutant fungal strains of Aspergillus niger for enhanced production of 

acid protease in submerged and solid state fermentation. European Journal of 

Experimental Biology, 2(5), 1517-1528. 

Raimbault, M. (1998). General and microbiological aspects of solid substrate 

fermentation. Electronic Journal of Biotechnology, 1(3), 26-27. 

Ramet, J. P. (2001). ways of improving cheese made from camel milk. In: The 

technology of making cheese from camel milk (Camelus dromedarius) (No. 113). 

Food & Agriculture Org. (p 21). 

Rao, M. B., Tanksale, A. M., Ghatge, M. S., and Deshpande, V. V. (1998). Molecular 
and biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiology and molecular 
biology reviews, 62(3), 597-635. 

Rao, H. G., Shravani, H. N., Vutukuru, S. S., Subramanyam, K., and Rajasekhar, P. 
(2012). Strain improvement by classical mutagenesis for L-arginine production.  
International Journal of Science & Technology, 2(4), 16-26. 

Rasband, W. S. (n.d). ImageJ. U. S. National Institutes of Health, Bethesda, 
Maryland, USA  https://imagej.nih.gov/ij/  

Rawlings, N. D., Barrett, A. J., and Bateman, A. (2011). Asparagine Peptide Lyases: 
A seventh catalytic type of proteolytic enzymes. Journal of Biological 
Chemistry, 286(44), 38321-38328. 



180 
 

Rawlings, N. D. (2013). Protease Families, Evolution and Mechanism of Action. In: 
K. Brix & W. Stöcker (Eds.). Proteases: structure and function. Vienna: Springer-
Verlag Wien. (p 1-7). 

Ribeiro, O., Magalhães, F., Aguiar, T. Q., Wiebe, M. G., Penttilä, M., and 
Domingues, L. (2013). Random and direct mutagenesis to enhance protein secretion 
in Ashbya gossypii. Bioengineered, 4(5), 322-331. 

Ribes, J. A., Vanover-Sams, C. L., and Baker, D. J. (2000). Zygomycetes in human 
disease. Clinical microbiology reviews, 13(2), 236-301. 

Roberts, S. M., and Gibb, A. J. (2013). Introduction to enzymes, receptors and the 
action of small molecule drugs. In: R. Ganellin., S. Roberts., and R. Jefferis 
(Eds.). Introduction to Biological and Small Molecule Drug Research and 
Development; theory and case studies. UK: Elsevier. (pp. 1-55). 

Robinson, P. K. (2015). Enzymes: principles and biotechnological 
applications. Essays in biochemistry, 59, 1-41. 

Rodriguez-Leon, J. A., Rodriguez-Fernandez, D. E., and Soccol, C. R. (2013). 
Laboratory and industrial bioreactors for solid state fermentation. In: C. R. Soccol., A. 
Pandey, and C. Larroche (Eds.). Fermentation Processes Engineering in the Food 
Industry, Contemporary Food Engineering. Boca Raton, Florida, USA: CRC Press. 
(pp 183-185). 

Saito, M., and Machida, S. (1999). A rapid identification method for aflatoxin-
producing strains of Aspergillus flavus and A. parasiticus by ammonia 
vapor. Mycoscience, 40(2), 205-208. 

Sardinas, J. L. (1972). Microbial rennets. In D. Perlman (Ed.).  Advances in Applied 
Microbiology (Vol. 15). New York: Academic Press, INC. (pp. 39-73). 

Sato, S., Shibata, C., and Yazu, M. (1996). Nonthermal killing effect of microwave 
irradiation. Biotechnology techniques, 10(3), 145-150. 

Schäfer, T. (2007). Discovering new industrial enzymes for food applications. In R. 
Rastall (Ed.). Novel Enzyme Technology for Food Applications. Cambridge: 
Woodhead Publishing Limited. (p 3).  

Schipper, M. A. A. (1978). On the genera Rhizomucor and Parasitella. Studies in 
Mycology, 17, 53-71. 

Schomburg, D., Schomburg, I., Chang, A. (2002). Springer Hand Book Of Enzymes: 
Class 3.4 Hydrolases III: EC 3.4.23 - 3.4.99, Voume 8 (2nd ed.). Germany: Springer 
Science & Business Media. (pp 108-109). 

Scott, R., Scott, J. E., Robinson, R. K., and Wilbey, R. A. (1998). Cheesemaking 
practice (3rd ed.). New York: Springer Science & Business Media. (p 154- 157). 



181 
 

Şeker, Ş., Beyenal, H., Ayhan, F., and Tanyolaç, A. (1998). Production of microbial 
rennin from Mucor miehei in a continuously fed fermenter. Enzyme and Microbial 
Technology, 23(7-8), 469-474. 

Seker, S., Beyenal, H., and Tanyolac, A. (1999). Modeling milk clotting activity in 
the continuous production of microbial rennet from Mucor miehei. Journal of food 
science, 64(3), 525-529. 

Shah, M. A., Mir, S. A., and Paray, M. A. (2014). Plant proteases as milk-clotting 
enzymes in cheesemaking: a review. Dairy science & technology, 94(1), 5-16. 

Shahbandeh, M. (2022). Annual cheese production worldwide from 2015 to 2021.  
Retrieved August 17, 2022 from  https://www.statista.com/statistics/1120911/cheese-
production-worldwide/  

Shamis, Y., Taube, A., Mitik-Dineva, N., Croft, R., Crawford, R. J., and Ivanova, E. 
P. (2011). Specific electromagnetic effects of microwave radiation on Escherichia 
coli. Applied and Environmental Microbiology, 77(9), 3017-3022. 

Sharma, A. K., and Singh, S. P. (2016). Effect of amino acids on the repression of 
alkaline protease synthesis in haloalkaliphilic Nocardiopsis 
dassonvillei. Biotechnology Reports, 12, 40-51. 

Sharma, K. M., Kumar, R., Panwar, S., and Kumar, A. (2017). Microbial alkaline 
proteases: Optimization of production parameters and their properties. Journal of 
Genetic Engineering and Biotechnology, 15(1), 115-126.  

Shaw, P., Kumar, N., Mumtaz, S., Lim, J. S., Jang, J. H., Kim, D., ... & Choi, E. H. 
(2021). Evaluation of non-thermal effect of microwave radiation and its mode of 
action in bacterial cell inactivation. Scientific Reports, 11(1), 1-12. 

Shibai, A., Takahashi, Y., Ishizawa, Y., Motooka, D., Nakamura, S., Ying, B. W., and 
Tsuru, S. (2017). Mutation accumulation under UV radiation in Escherichia 
coli. Scientific reports, 7(1), 1-12. 

Siala, R., Frikha, F., Mhamdi, S., Nasri, M., and Sellami Kamoun, A. (2012). 
Optimization of acid protease production by Aspergillus niger I1 on shrimp peptone 
using statistical experimental design. The Scientific World Journal, V 2012, Article 
564932. 

SIGMA-ALDRICH. (n.d.-a). Lipase from Aspergillus oryzae. Retrieved February 13, 
2022, from https://www.sigmaaldrich.com/DE/en/product/sigma/l0777  

SIGMA-ALDRICH. (n.d.-b). Protease from Aspergillus oryzae. Retrieved February 
13, 2022, from https://www.sigmaaldrich.com/DE/en/product/sigma/p6110  

SIGMA-ALDRICH. (n.d.-c). Cellulase from Trichoderma reesei. Retrieved February 
13, 2022, from https://www.sigmaaldrich.com/DE/en/product/sigma/c2730 



182 
 

SIGMA-ALDRICH. (n.d.-d). Cellulase from Aspergillus sp.. Retrieved February 13, 

2022, from https://www.sigmaaldrich.com/DE/en/product/sigma/c2605 

SIGMA-ALDRICH. (n.d.-e). Dextranase from Chaetomium erraticum. Retrieved 

February 13, 2022, from https://www.sigmaaldrich.com/DE/en/product/sigma/d0443  

Silveira, G. G., Oliveira, G. M., Ribeiro, E.  J., Monti, R., and Contiero,  J. (2005). 
Microbial Rennet Produced by Mucor miehei  in Solid-State and Submerged 
Fermentation. Brazilian Archives of Biotechnology, 48(6), 931-937. 

Sing, S. K., Sczakase, G., Soccol, C. R., and Pandey, A. (2008). Production of 
Enzymes by Solid-State Fermentation. In: A. Pandey., C. R. Soccol., & C. Larroche 
(Eds.). Current developments in solid-state fermentation. India: Springer Science & 
Business Media, LLC. (pp 196-197). 

Sipos, P., Tóth, Á., Elek, Á., and Győri, Z. (2005). Investigation of carbon content 
and C/N ratio in flours from maturing wheats. Cereal Research 
Communications, 33(1), 403-406. 

Soghomonyan, D., Trchounian, K., and Trchounian, A. (2016). Millimeter waves or 
extremely high frequency electromagnetic fields in the environment: what are their 
effects on bacteria?. Applied microbiology and biotechnology, 100(11), 4761-4771. 

Spreer, E. (2017). Milk and dairy product technology (A. Mixa, Trans.). USA: Taylor 
and Francis. (Original work published 1995). (p.p 259, 263). 

Stanbury, P. F., Whitaker, A., and Hall, S. J. (2016). Principles of fermentation 
technology (3rd  ed.). UK: Elsevier. (p.p 227, 368, 376-378). 

Stephanopoulos, G. N., Aristidou, A. A., and Nielsen, J. (1998). Metabolic 
Engineering: Principles and Methodologies. San Diego, CA, USA: Academic Press. 
(p 236). 

Sternberg, M. (1976). Microbial rennets. In D. Perlman (Ed.). Advances in Applied 
Microbiology (Vol. 20). New York: Academic Press, INC. (pp. 148-150). 

Streets, B. W., and Ingle, M. B. (1972). The effect of temperature on spore 
germination and growth of Mucor miehei in submerged culture. Canadian journal of 
microbiology, 18(7), 975-979. 

Subramaniyam, R., and Vimala, R. (2012). Solid state and submerged fermentation 
for the production of bioactive substances: a comparative study. International journal 
of science and nature, 3(3), 480-486. 

Sumantha, A., Larroche, C., and Pandey, A. (2006). Microbiology and industrial 
biotechnology of food-grade proteases: A perspective. Food Technology and 
Biotechnology, 44(2), 211-220. 



183 
 

Snyman, C., Theron, L. W., and Divol, B. (2019). Understanding the regulation of 
extracellular protease gene expression in fungi: a key step towards their 
biotechnological applications. Applied microbiology and biotechnology, 103(14), 
5517-5532. 

Szecsi, P. B., and Harboe, M. (2013). Chymosin. In: N. D. Rawlings & G. 
Salvesen. Handbook of Proteolytic Enzymes (3rd ed., Vol. 1). Oxford, UK: Academic 
press. (pp. 37-38). 

Tajik, N., Azin, M., Fallahpour, M., & Pourahmad, R. (2014). Mutagenesis by UV 
and Nitrous Acid for increase of rennet production in Rhizomucor miehei. Biological 
Journal of Microorganism, 3(10), 1-12. 

Takó, M., Kotogán, A., Krisch, J., Vágvölgyi, C., Mondal, K. C., and Papp, T. (2015). 
Enhanced production of industrial enzymes in Mucoromycotina fungi during solid-
state fermentation of agricultural wastes/by-products. Acta Biologica 
Hungarica, 66(3), 348-360. 

Taşkın, E., and Eltem, R. (2008). The enhancement of polygalacturonase and 
polymethylgalacturonase production on solid-state conditions by Aspergillus 
foetidus. Food Biotechnology, 22(3), 203-217. 

Thakur, M. S., Karanth, N. G., and Nand, K. (1990a). Studies on the production of 
microbial rennet by solid state fermentation. Transactions of the Mycological Society 
of Republic of China, 5(1&2), 13-28.  

Thakur, M. S., Karanth, N. G., and Nand, K. (1990b). Production of fungal rennet by 
Mucor miehei using solid state fermentation. Applied microbiology and 
biotechnology, 32(4), 409-413.  

Thakur, M. S., Karanth, N. G., and Nand, K. (1993). Downstream processing of 
microbial rennet from solid state fermented moldy bran. Biotechnology 
advances, 11(3), 399-407.  

Tipton, K. (2018). Translocases (EC 7): A new EC Class. Enzyme Nomenclature 
News. Retrieved June 07, 2021 from  https://www.enzyme-database.org/news.php#top  

Torgerson, T., and Ochs, H. (2014). Genetics of Primary Immune Deficiencies. In: K. 
E. Sullivan and E. R. Stiehm (Eds.). Stiehm’s Immune Deficiencies. UK: Academic 

Press. (pp. 73-81). 

Torgomyan, H., and Trchounian, A. (2015). The enhanced effects of antibiotics 
irradiated of extremely high frequency electromagnetic field on Escherichia coli 
growth properties. Cell biochemistry and biophysics, 71(1), 419-424. 

Torres, E. M., Williams, B. R., and Amon, A. (2008). Aneuploidy: cells losing their 
balance. Genetics, 179(2), 737-746. 



184 
 

Tropp, B. E. (2014). Principles of Molecular Biology. Massachusetts, USA: Jones & 
Bartlett Learning. (pp 319-321). 

Twyman, R. M. (2018). Advanced molecular biology: A concise reference. Boca 
Raton, USA: Taylor & Francis. (p 201). 

Uniacke-Lowe, T., and Fox, P. F. (2017). Chymosin, pepsins and other aspartyl 
proteinases: structures, functions, catalytic mechanism and milk-clotting properties. 
In: P. L. H. McSweeney., P. F. Fox., P. D. Cotter., and D. W. Everett. Cheese: 
Chemistry, physics and microbiology. Volume 1. General aspects (4th ed.). UK: 
Elsevier  Academic Press. (p 92). 

United States Department of Agriculture. (2019a). USDA's FoodData Central. 
Retrieved August 18, 2022 from https://fdc.nal.usda.gov/fdc-app.html#/food-
details/328637/nutrients  

United States Department of Agriculture. (2019b). USDA's FoodData Central. 
Retrieved April 23, 2022 from https://fdc.nal.usda.gov/fdc-app.html#/food-
details/169722/nutrients  

Vágvölgyi, C., Vastag, M., Ács, K., and Papp, T. (1999). Rhizomucor tauricus: a 
questionable species of the genus. Mycological Research, 103(10), 1318-1322. 

Van Oort, M. (2010). Enzymes in food technology–introduction. In: R. J. Whitehurst., 
& M. Van Oort (Eds.). Enzymes in food technology (2nd ed.). Chinchester, UK: 
Wiley-Blackwell. (pp 1-17). 

Vechtomova, Y. L., Telegina, T. A., Buglak, A. A., and Kritsky, M. S. (2021). UV 
radiation in DNA damage and repair involving DNA-photolyases and 
cryptochromes. Biomedicines, 9(11), 1564. 

Viniegra-González, G., Favela-Torres, E., Aguilar, C. N., de Jesus Rómero-Gomez, 
S., Díaz-Godínez, G., and Augur, C. (2003). Advantages of fungal enzyme production 
in solid state over liquid fermentation systems. Biochemical Engineering 
Journal, 13(2-3), 157-167. 

Visser, S. (1993). Proteolytic Enzymes and Their Relation to Cheese Ripening and 
Flavor: An Overview. Journal of Dairy Science, 76(1), 329–350. 

Walther, B., Schmid, A., Sieber, R., and Wehrmuller, K. (2010). Cheese in nutrition 

and health. Medicine& Nutrition,46, 38-51. 

Wang, S. L., Chen, Y. H., and Yen, Y. H. (2005). Purification and characterization of 
a serine protease extracellularly produced by Aspergillus fumigatus in a shrimp and 
crab shell powder medium. Enzyme and Microbial Technology, 36(5-6), 660-665. 



185 
 

Wang, L., and Yang, S. T. (2007). Solid state fermentation and its applications. In: S. 
T. Yang (Ed.). Bioprocessing for value-added products from renewable 
resources:  new technologies and applications. Netherlands: Elsevier. (pp. 473-474). 

Wang, S., Zhang, P., Xue, Y., Yan, Q., Li, X., and Jiang, Z. (2021). Characterization 
of a Novel Aspartic Protease from Rhizomucor miehei Expressed in Aspergillus niger 
and Its Application in Production of ACE-Inhibitory Peptides. Foods, 10(12), 2949, 
1-12. 

Webb, E. C. (1992). Enzyme nomenclature 1992. Recommendations of the 
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular 
Biology on the Nomenclature and Classification of Enzymes. San Diego: Academic 
Press. (p.p 371, 404). 

Whitaker, A. (1992). Actinomycetes in submerged culture. Applied biochemistry and 
biotechnology, 32(1), 23-35.  

Williams, J. A. (2004). Pancreatic Digestive Enzymes. In: L. R. Johnson 
(Ed.). Encyclopedia of gastroenterology (Vol. 2). Oxford:  Academic Press. (p 49).  

Wium, H., Pedersen, P. S., and Qvist, K. B. (2003). Effect of coagulation conditions 
on the microstructure and the large deformation properties of fat-free Feta cheese 
made from ultrafiltered milk. Food hydrocolloids, 17(3), 287-296. 

Wu, M., Tang, C., Li, J., Zhang, H., and Guo, J. (2011). Bimutation breeding of 
Aspergillus niger strain for enhancing β-mannanase production by solid-state 
fermentation. Carbohydrate research, 346(14), 2149-2155. 

Yang, Y., Iwamoto, A., Kumrungsee, T., Okazaki, Y., Kuroda, M., Yamaguchi, S., 
and Kato, N. (2017). Consumption of an acid protease derived from Aspergillus 
oryzae causes bifidogenic effect in rats. Nutrition Research, 44, 60-66. 

Yasuhara, A., Ogawa, A., Tanaka, T., Sakiyama, T., and Nakanishi, K. (1994). 

Production of neutral protease from Aspergillus oryzae by a novel cultivation method 

on a microporous membrane. Journal of Biotechnology techniques, 8(4), 249-254. 

Zanoelo, F. F., Giannesi, G. C., and Cabral, H. (2014). Proteolytic enzymes: 
biochemical properties, production and biotechnological application. In: M. L. T. M 
Polizeli., and M. Rai (Eds.). Fungal Enzymes. Boca Raton, FL: CRC Press. (P. 101). 

Zhang, D., Palmer, J., Teh, K. H., Calinisan, M. M. A., and Flint, S. (2020). Milk fat 

influences proteolytic enzyme activity of dairy Pseudomonas species. International 

Journal of Food Microbiology, 320, 108543, 1-7. 



186 
 

Zhang, W., Liu, F., Yang, M., Liang, Q., Zhang, Y., Ai, D., and An, Z. (2014). 

Enhanced β-galactosidase production of Aspergillus oryzae mutated by UV and 

LiCl. Preparative Biochemistry and Biotechnology, 44(3), 310-320. 

Zhang, W., Zhang, Z., and Yao, T. (2016). Enhanced Milk-Clotting Enzyme 
Production of Mucor Miehei Mutated by UV and LiCl. International Conference on 
Biomedical and Biological Engineering. 62, 404-409. 

Zheng, X., Shi, X., and Wang, B. (2021). A review on the general cheese processing 
technology, flavor biochemical pathways and the influence of yeasts in 
cheese. Frontiers in Microbiology, 12, 703284, 1-17. 

Zhou, Y., Han, L. R., He, H. W., Sang, B., Yu, D. L., Feng, J. T., and Zhang, X. 
(2018). Effects of agitation, aeration and temperature on production of a novel 
glycoprotein GP-1 by Streptomyces kanasenisi ZX01 and scale-up based on 
volumetric oxygen transfer coefficient. Molecules, 23(1), 125. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  .الأجهزة المستخدمة في البحث :1 ملحق

   اسم الجهاز
ُ
وبلد المنشأ عةصنِّ الشركة الم  

 Mettler Toledo (AB204-S/PH) -Taiwan   میزان حساس

 LABTECH (LAC-5040S)- Korea   )أوتوكلاف(موصدة 

 Memmert (BE 500) – Germany   حاضنة

 New Brunswick Scientific – U.S.A   ازةحاضنة هزّ 

 pH   Hanna – Romania الـ مقیاس

 URA Technic– Spain   مجهر ضوئي

 Heraeus – Germany   جهاز تثفیل مبرد

 Secomam- France   الأشعّة المرئیّةمطیاف 

 فوقو  ةالمرئیّ  شعّةالأمطیاف 

  البنفسجیَّة
 Optizen- Korea 

ام
ّ
 Memmert- Germany   مائي حَم

ام
ّ
 KÖTTERMANN (3047)- Germany   مائي حَم

 
ُ
  ك مغناطیسيحرِّ م

ُ
 Velp Scientifica (AREC)- Italy   نسخِّ م

 LG (MS3046SQW/100)- China   فرن میكرویف

   مصباح مولِّد للأشعّة فوق البنفسجیَّة
Philips (TUV-30 W/G, 30 TB, 1K)-  

Holland 

 Rocker- India   ة تفریغمضخّ 

 Bio-Rad-USA   جهاز الرحلان الكهربائي

جفِّدة
ُ
 Christ Alpha (101021)- Germany   م

  



I 
 

Summary 

Forty-five samples were collected from the local soil, of which six fungal isolates 
were classified as Rhizomucor miehei (Cooney et Emerson) Schipper. The most 
efficient protease-producing isolate was selected and coded as Rm4. After the 
preliminary screening of the fermentation medium components, the optimum 
conditions for protease production from Rm4 isolate were determined by using the 
response surface methodology.  

The optimal conditions for protease production through liquid-state fermentation were 
demonstrated in the selection of glucose and casein as carbon and nitrogen sources at 
concentrations of 39.09 g/L and 10.24 g/L, respectively, adjustment of the initial pH 
at 5.99, and incubation for 89.94 hr at 40.9 ̊C. The optimal conditions for protease 
production through solid-state fermentation were demonstrated in the selection of 
wheatbran as substrate with a moisture content of 80% and supplemented with 1.33% 
casein, adjustment of the initial pH at 6.31, and incubation for 81.21 hr at 41.1 ̊C. 
Specific clotting activity, and milk-clotting activity/ proteolytic activity values of the 
enzymatic extract produced through liquid fermentation under the optimized 
conditions were 303.87 SU/mg, and 314.30, respectively, whereas they were 441.90 
SU/mg, and 388.66, respectively for the enzymatic extract produced through solid 
fermentation. 

Mutagenesis with different doses of ethyl methanesulfonate, ultraviolet, and 
microwaves, was performed to improve the protease production. The mutant induced 
by microwaves irradiation (2450MHz) for 150 sec showed its superiority among 
others according to all indicators, as its protease presented 3.68, 1.98, 2.18 folds 
improvement in total milk-clotting activity, specific clotting activity, and milk-
clotting activity/ proteolytic activity ratio, respectively than those in the original 
isolate enzyme. The mutant was stable for 8 generations. It was coded as MW150.   

The partial purification of proteases from the original and mutated isolates was 
conducted by precipitation with ammonium sulphate followed by gel filtration using 
Sephadex G-100. The purification steps resulted in higher specific activity for Rm4 
protease with 8.5 fold and a recovery of 4.9%. Specific activity of MW150 protease 
was also increased by 5.19 fold with a recovery of 4.01%. Using electrophoresis 
(SDS-PAGE) technique, the molecular weights of the purified proteases produced by 
Rm4 and MW150 isolates were estimated at 39.77 kDa, and 40.62 kDa, respectively. 

 The kinetic properties of the wild-type and mutated enzymes were similar, where the 
maximum milk-clotting activity was achieved at 57.5 °C, pH 5, and 9 g/L of calcium 
chloride, whereas maximum proteolytic activity was achieved at 57.5 °C, and pH 4. 
Both enzymes were stable in the temperature range of 40-50 °C for 48 hrs. At 60 °C 
and 70 °C enzymes were releatively stable for 105 min and 10 min, respectively, 
whereas they were inhibited when exposed to the aforementioned temperature for 
longer periods. Both enzymes were stable against pH changes between 3 and 7. The 
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effect of sodium chloride by stimulating milk-clotting activity and inhibiting 
proteolytic activity. Based on the determination of proteolytic activity, the Michaelis-
Menten constant (Km) and maximum velocity (Vmax) values exhibited by Rm4 
protease with casein as a substrate were 19.46 mg/mL and 0.0026 mg/min, 
respectively. For MW150 protease, Km and Vmax were 26.29 mg/mL and 0.0021 
mg/min, respectively. Maximum proteolytic activity of Rm4 and MW150 proteases 
was achieved using 4% and 2% casein, respectively. Based on the determination of 
milk-clotting activity, Km and Vmax were determined using reconstituted skimmed 
milk as a substrate, where their values reached 0.201 g/mL and 0.0030 g/sec, and 
0.152 g/mL and 0.0034 g/sec, for Rm4 and MW150 proteases, respectively. 
Maximum milk-clotting activity of Rm4 and MW150 proteases were achieved using 
10% and 15% reconstituted skimmed milk, respectively. For reconstituted whole 
milk, Km and Vmax values were 0.0080 g/mL and 0.001 g/sec, respectively for Rm4 
protease, and 0.207 g/mL and 0.048 g/sec, respectively for MW150 protease. 
Maximum milk-clotting activity of Rm4 and MW150 proteases were achieved using 
4% and 3.36% reconstituted whole milk, respectively.  

The purified protease produced by Rm4 isolate was used in the production of white 
cheese according to the traditional method after the optimal enzyme-to-milk ratio was 
determined (6000 SU/L). Cheese made by using fungal coagulant was quite similar to 
that made with commercial rennet, in terms of yield and sensory properties.  

Keywords: Biomethods, Cheese, Kinetic, Enzyme activity, Mutagenesis, 
Purification, Protease, Rhizomucor miehei.    
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