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دراسة الظروف المثلى لإنتاج  

 الانفرتيز من عزلة محلية من

Candida spp 
 محمد عمر محي الدين  

 حميد عبود جبر 
 جاسم محمد عوده 

 كلية الزراعة / جامعة بغداد 
 المستخلص

اجريت عملية غربلةة الليةة علةد عةدد مةم ال مةاعر المعزللةة مةم ملةادر م يل ةة مةم  ية  
يميةزت   Candidaلان رييز فيبيم ام  مس عزلات منها يعلد الد جةنس  قدريها علد انياج انزيم ا

درسةت  كانةت كك ةا يلةل العةزلات     C5بقابلييها علةد انيةاج الانةزبم و  للجةد العزلةة اليةل رمةز لهةا 
الظرلف المثلد لإنياج الإنزيم لبطريقة المزارع المغملرة  مةم ذة ا العزلةة    يبةيم كم كعلةد انياجيةة 

% ل مةةةةزيص  الةةةةة ال ميةةةةرة لكبرييةةةةات 3دام الرافينةةةةلز كلةةةةدر للكةةةةاربلم لبيركيةةةةز ي ققةةةةت باسةةةةي 
 لبمةةةدة 6% كملةةةدر للنيةةةرلجيم لبةةةرقم ذيةةةدرلجينل ابيةةةداعل  0.4لبيركيةةةز  1:1الاملنيةةةلم لبنسةةةبة 

 1.58 ي  بلغت فعالية الانزيم ي ت ذ ا الظرلف   ˚م 35ساعة علد درجة   28 ضم   
 .ل دة /ملغم 6.07رذا ل دة /مل لب عالية نلعية مقدا 

 المقدمــة:
مم   E.C 3.2.1.26 β-D-Fructofuranoside  fractohydrolase) يعد كنزيم الان رييز )    

( مم 15الانزيمات المهمة لاسي دامايه اللاسعة لعادة ما ينيص مم م يلف الملادر فقد انيص )
Candida albicans   (12  )بينما نقد الانزيم مم    Sacharomyces cerivisiae ميرة 

(  لاشار الد لجلدا فل العديد مم الا ياء 8)  Aspergillus nigerمم ع م لاسي رج الان رييز 
( 5( الان رييز فل الطماطة لقام )16المجهرية و كما ييلاجد الانزيم فل عدد مم النبايات فقد لجد )

 انزيم الان رييز  ( 4باسي راج الانزيم مم البطاطا ال للة  و لمم الاجاص نقد )
يقلم انزيم الان رييز بكسر الالرة الكايكلسيدية بيم الكللكلز لال ركيلز فل السكرلز لالسكريات 
المماثلة له مثل الرافينلز لال يرسبسكلز لغيرذا لل لل يسي دم فل العديد مم اللناعات الغ اعية 
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ل المللاس ليسهيل نمل الا ياء مثل لناعة ال لليات لالشكللاية لفل ي ليل السكرلز الملجلد ف
 المجهرية عند اسيعماله  كمادة اللية فل بعض الي مرات اللناعية  

منيجة لانزيم بلفرا    Candidaذدفت الدراسة ال الية الد : ال للل علد عزلة م لية مم  ميرة 
الرقم لي ديد الظرلف المثلد لانياجه مم  ي  ملدر الكاربلم ل النيرلجيم لدرجة ال رارة ل 

 الهيدرلجينل الابيداعل لمدة الي مير 
 طريقة العمل

مم ملادر م يل ة  إ  يم   Candidaعزلات مم  ميرة  9: يم ال للل علد مصادر العزلات
ال للل علد  مس منها مم  م يبرات كلية اليربية ابم الهيثم لثا  مم م يبرات كلية العللم 

    C9دالC1 للا دة مم كلية الزراعة  رمز لها ب 
 (Sucrose Yeast Agar)اسي دم لسط السكرلز  ل  الة ال ميرة  ل الاكر  الوسط الغذائي:

فل ينمية العزلات لينشيطها فل اطباق بيري لفل الغربلة الاللية  لانيص الانزيم بن س اللسط بدلم 
6المادة المللبة  الاكر لب جم لقاح 

10x1  لية/مل مم اللسط  
دمت طريقة المزارع المغملرة باسي دام ال اضنة الهزازة لانياج الإنزيم لفللت اسي إنتاج الإنزيم:  

4دقيقة بدرجة  30مدة  xg4000الكيلة ال يلية عم اللسط بالنب  المركزي المبرد بسرعة  
º    م

مللاري  ي الرقم  0.2غسلت ال ايا ثا  مرات بم للل فلس ات الللديلم الدارئ بيركيز 
  ء ت مركزيا فل الظرلف الم كلرة ان ا  ثم علقت بن س الم للل الدارىلنب 6الهيدرلجينل 

  24% ل ضم مدة2ب ي  يكلم اليركيز النهاعل   (Toluene)لاضيف لها كمية مم اليللليم 
30ساعة بال اضنة الهزازة ب رارة 

º  دلرة / دقيقة بعدذا فللت بقايا ال ايا بالنب   150م لبسرعة
4دقيقة بدرجة  رارة  30للمدة  xg4000المركزي المبرد بسرعة 

º  م لاعيبر الراشح الميبقل
 المسي لص الإنزيمل ال ام                                                             

لبيركيز  مل مم م للل ال ات الدارئ 100غم مم السكرلز فل  5 ضر بإ ابة  المادة الأساس:
  6 لبرقم ذيدرلجينل مللاري  0.2

  قياس الفعالية:
ل سب الطريقة  dinitrodalicylic acid (DNSA) 3,5ثناعل ناييرلسالسيالل  5,3-اسي دم 

مل  0.1( ليقدير السكريات الا ادية النايص عم الي لل الانزيمل ل لل باضافة 17الملللفة فل)
و لبدرجة  رارة  6مل مم المادة الأساس  ي الرقم الهيدرلجينل  0.9مم المسي لص الانزيمل الد 
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للضعت الأنابيب فل  مام  (DNSA) مل مم  1دقاعق ثم اضيف   10لكسيمر الي اعل  م 35
مل ماء مقطر لقيست الاميلالية  10دقاعق ثم بردت مباشرة لكضيف لها  10ماعل مغلل لمدة 

م نانلميير لبالرجلع للمن ند القياسل لل ركيلز الدي اعد لهدا الغرض ي 540علد طلل ملجل 
 اسي راج السكريات الم يزلة المي ررة مم قبل الانزيم بي ليل المادة الأساس )السكرلز( 

مايكرلملل مم السكريات الم يزلة مم  1بأنها كمية الانزيم اليل ي رر  عرفت وحدة الفعالية :
 السكرلز فل دقيقة لا دة ي ت ظرلف اليجربة 

يقدير البرلييم لباسي دام م للل البلميم (  فل 1) Bradfordكيبعت طريقة  تقدير البروتين:
فل كعداد المن ند القياسل لقدرت يراكيز  BSA Bovine serum albuminالملل البقري 

مل مم كاشف البرلييم )لبغة  1مل مم الم للل الانزيمل الد  0.1البرلييم فل النما ج بنقل 
 595الاميلالية علد لقيس  م 25دقاعق ب رارة  5الكلماسل الزرقاء ( لمزجت ليركت 

 نانلميير لقدر يركيز البرلييم بالرجلع الد المن ند القياسل 
 تعيين الظروف المثلى لانتاج الانفرتيز:

اجريت ذ ا  اليجربة بطريقة مشابهة لما مدكلر فل طريقة الينمية   تحديد المصدر الكاربوني: 
لكلز لالسكرلز لالانيلليم الرافينلز لا يبر يأثير ملادر كاربلم م يل ة فل الانياج يمثلت بالكل

  3%لكلها كضي ت بيركيز 
 تحديد المصدر النتروجيني:

اسي دمت كربع ملادر للنيرلجيم يمثلت كبرييات الاملنيلم  والببيلم  و الة ال ميرة لمزيص 
%  الد 0.4لكضي ت الملادر الم كلرة بيركيز  1:1 الة ال ميرة لكبرييات الاملنيلم  بنسبة 

 سط  الل 
 تحديد الرقم الهيدروجيني:

لب ارق درجة لا دة لي ديد الرقم الهيدرلجينل  7-4 ضر اللسط الغ اعل بارقام ذيدرلجينية يرالح
 الابيداعل الأمثل لانياج الانزيم مع مراعاة نياعص ال طلات السابقة  

 تحديد درجة الحرارة المثلى لانتاج الانزيم:
درجات  رارية لي ديد  5لب ارق  45-20 يل ة يرال ت بيم   ضم لسط الانياج بدرجات  رارة م

درجة ال رارة المثلد لانياج الانزيم مع الا   بعيم الاعيبار الظرلف المثلد اليل يم اليللل اليها 
 مم اليجارب السابقة  
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 تحديد زمن التخمر الامثل لانتاج الانزيم:
ساعات  4(  ساعة ب ارق 36-20 ت بيم )يمت ميابعة انياج الانزيم فل مدد زمنية م يل ة يرال 
 لي ت الظرلف المثلد لانياج مم اليجارب السابقة  

 النتائج والمناقشة:

(  علد 1اجريت عملية الغربلة الاللية الملض ة نياعجها فل جدلل ) الغربلةالاولية والثانوية :
ت يميزت ال الي علد السكرلز كملدر ل يد للكاربلم فيبيم ام  مس عزلا (SYA)لسط  

بكثافة نمل عالية مقارنة مع العزلات الا رى  اد لت العزلات ال مس الد المر لة الثانية مم 
كانت اك أ يلل  C5علد ن س اللسط بدلم الاكر فيبيم كم العزلة اليل رمز لها  (2الغربلة )جدلل 

ل دة/ملغ  5.21ل دة /مل ل1.44العزلات  ي  كانت ال عالية لال عالية النلعية لانزيم المنيص 
 علد اليلالل  عليه ا ييرت ذ ا العزلة لإكمال الب   

ال الي  SYA( الغربلة الاللية لل ماعر قيد الدراسة مم  ي  قدريها علد النمل فل لسط 1جدلل)
 علد السكرلز ملدراً ل يداً للكاربلم

 كثافة النمل رمز العزلة  ت
1 C1 ++++ 
2 C2 +++++ 
3 C3 +++ 
4 C4 +++ 
5 C5 +++++ 
6 C6 + 
7 C7 ++ 
8 C8 ++ 
9 C9 + 

 عامة + يشير لكثافة النمل لعدد العامات ييناسب مع كثافة النمل
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غربلة العزلات على اساس انتاجيتها من انزيم الانفرتيز في وسط سكروز و خلاصة (2 ) جدول
 الخميرة بتقديرالفعالية في المستخلص الانزيمي الخام.

فعالية ال رمز العزلة
وحدة/مل()  

تركيز البروتين 
 )ملغ/مل(

الفعالية النوعية  
وحدة/ملغم()   

C1 1.29 0.27 4.75 

C2 1.31 0.26 5.02 
C3 0.92 0.22 4.16 

C4 0.87 0.21 3.97 

C5 1.44 0.27 5.21 

 تحديد المصدر الكاربوني الأمثل للانتاج:
لانياج انزيم الان رييز ذل باسي دام  Candida sppلجد كم كفضل ملدر كاربلنل لينمية العزلة 

   رغم ام ال رق ضعيل  1الرافينلز مقارنةً بالكللكلز لالسكرلز لالانيلليم لكما ملضح فل شكل 
ل دة/ملغ علد  5.40ل دة/مل ل  1.51بينة لبيم السكرلز  ي  بلغت ال عالية لال عالية النلعية 

الكللكلز ليمكم الاسينياج مم ذ ا اليجربة كم الانزيم اليلالل يليه  السكرلز ثم الانيلليم  لك يراً 
 مم النلع المسي   ليي  ز انياجه ب عل الرافينلز بالدرجة الأساس 

 ( فقد لجد ام اعلد فعالية لانياج انزيم الان رييز مم 2لذ ا يي ق مع ما  لل عليه  )

Saccharomyces cerivesiae  ( 3لم و فيما لجد )ي ققت باسي دام الرافينلز كملدر للكارب
   Candida utilsام الكلسرلل افضل مم الكللكلز كملدر للكاربلم لانزيم الان رييز المنيص مم 

فيما   Leucosporidium antarcticum( الكللكلز عند انياج الانزيم مم 7بينما اسي دم )
 لل اسي دم ك     S.cerevisiaeالد اسي دام السكرلز لانياج الانزيم مم  ميرة  (9اشار )

 Streptomyces sp   (السكرلز لانياج الان رييز مم 6)

 تحديد مصدر النتروجين الأمثل لانتاج الانزيم:
ا ييرت عدد مم الملادر العضلية لالاعضلية لمزيجهما لدرسة يأثيرذا علد انياج 

يلل  % فلجد كم كفضل0.4الان رييبز مم العزلة قيد الدراسة لكضي ت جميع الملادر بيركيز 
الملادر ييمثل بمزيص  الة ال ميرة لكبرييات الاملنيلم إ  بلغت ال عالية لال عالية النلعية 

( ثم  الة ال ميرة فالببيلم لا يرا  2ل دة/ملغم علد اليلالل) الشكل 5.84لا دة/مل ل  1.51
يرلجيم فضاً كبرييات الاملنيلم ليعزى ي لق الانياج به ا المزيص الد كم الألل يعد ملدراً  للن
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لاليل يعد ضرلرية لنمل الأ ياء المجهرية فضاً عم  B كلنه ملدرا" ل ييامينات مجملعة  عم
للعديد مم الانزيمات المهمة فل مسارات الي ليق ال يلي  كما  Co-factorكلنها علامل مرافقة 

ت فل ي ديد الثانل في  ز يكليم ميطلبات النمل مم ذ ا العلامل  سب ال اجة لي يلف الدراسا
اسي دم   ي  ( 11كفضلية الملدر النيرلجينل للأ ياء المجهرية لالنييجة مقاربة لما يللل الية )

% فل إنياج إنزيم الان رييز 0.1% مع كبرييات الأملنيلم لبيركيز 0.60بيركيز  ال ميرة الة 
علد ام   الة ال ميرة ل دذا يعد ملدرا" جيد      Saccharomyces cerevisiaeمم

كانت نيرات الللديلم ذل (  فيما 14)   Aspergillus flavusللنيرلجيم عند انياج الانزيم مم 
(  ليطا" 7(   فيما اسي دم ا رلم  )6) Streptomyces spملدر النيرلجيم لانياج الانزيم مم 

 Leucosporidiumلم لانياج الانزيم مم مم  الة ال ميرة مع  الة الشعير لالببي

antarcticum    
 تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لانتاج الانزيم:

كعطت العزلة قيد الدراسة كعلد انياجية لانزيم علد اساس ال عالية لال عالية النلعية عند 
ن  ض انياج ل دة/ملغم علد اليلالل  لك5.84ل دة/مل ل  1.51 ي  بلغت  6الرقم الهيدرلجينل 

  3))الشكل  6الانزيم يدريجياً لبكا الايجاذيم عم الرقم 
ليعد ي ديد الرقم الهيدرلجينل الابيداعل للسط الانياج عاماً مهماً لانياج الانزيمات 
الميكرلبية لفل فعالية ذ ا الانزيمات لكلنها ييأثر بشكل مباشر بيركيز كيلنات الهيدرلجيم للسط 

(   ي  كام الرقم 7عل لالنياعص اليل يم اليللل اليها مقاربة لما اسي دمه)الانياج للسط الي ا
     Leucosporidium antarcticum لانياج الان رييز مم 6.5الهيدرلجينل الابيداعل 

لانياج الانزيم  4.5(  ذل10بينما كام الرقم الهيدرلجينل الابيداعل لللسط الدي اسي دمه البا   )
ذل الافضل لانياج   5.6( ام الرقم الهيدرلجينل الابيداعل13فيما لجد )  S.cerevisiae مم 

 الانزم مم ن س ال ميرة السابقة 
 تحديد درجة الحرارة المثلى لانتاج الانزيم:

 ية  بلغةت  م 35 بينت الدراسةة ام  ال ةرارة المثلةد لانيةاج الانةزيم مةم العزلةة قيةد الدراسةة
ل ةةةدة/ملغم علةةةةد اليرييةةةب لكن  ضةةةةت فعاليةةةةة  6.07 ةةةةدة/مل ل ل  1.58ال عاليةةةة لال عاليةةةةة النلعيةةةة 

(لي يلف درجة ال ةرارة المثلةد لانيةاج الانةزيم بةا ياف 4الانزيم فل درجات ال رارة الأ رى )الشكل 
كة لل كانةت   Candida utilisعنةد انيةاج الانةزيم مةم  م 30( درجةة  ةرارة 2ال ميرة فقد اعيمد )

( 10لاشةةار )    S.cerevisiae ( الانةزيم مةةم 9اليةل انةيص بهةا )ذةل الدرجةة م 30درجةة ال ةرارة 
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( ام درجةةةة 6مةةم ال ميةةرة ن سةةةها  فيمةةا لجةةد ) م 33الةةد ام ال ةةرارة المناسةةةبة لانيةةاج الانةةزيم ذةةةل 
       Streptomyces    spيعد الانسب  لانياج الانزيم مم  م 37ال رارة 

ميابعة انياج انزيم الان رييز ب يرات م يل ة يمت تحديد زمن التخمر الأمثل لإنتاج الإنزيم:
ساعة  إ   28للل ظ زيادة ال عالية لال عالية النلعية لانزيم المنيص مم العزلة قيد الدراسة مدة  

ل دة/ملغم لان  ضت ال عالية لال عالية النلعية بعد ذ ا المدة  6.07ل دة/مل ل  1.58بلغت 
ذل المدة المثلد لانياج الانزيم لقد ك يار البا ثلم مدد ساعة    28( عليه اعيبرت المدة5) شكل 

ساعة لانياج  24( مدة 6زمنية م يل ة ل ضم الا ياء المجهرية لانياج الانزيم  فقد اسي دم )
ساعة  لانياج الانزيم 30  بينماكانت مدة ال ضمStreptomyces spالان رييز  مم 

 ( 3) مم قبل الا ريم  Candida utilisمم
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ABSTRACT 

Numbers of yeast isolates from different sources were subjected to 

primary  screening to recognize  which one of them having   the ability for 

invertase  production  . Five of them which related to Candida can produce 

invertase . The isolate which was designated C5 was highest producer 

among them and identified as Candida spp.. Results showed that the 

optimum condition for production of the enzyme from this isolate  by 

submerged culture was achieved using a media containing rafinose as a 

carbon  source with concentration of 3% and a mixture of yeast extract : 

ammonium sulfate 1:1  with 0.4 %  concentration as nitrogen source. The 

initial pH  was 6 .  The duration and  temperature of incubation were 28h 

and  35 C˚  respectively. The enzyme activity of invertase under these 

conditions was 1.58 unit /ml with a specific activity of 6.07 unit/mg.  


