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دراسة الظروف المثلى لإنتاج  

الانفرتيز من عزلة محلية 

 Candida sppمن
 محمد عمر محي الدين  

 حميد عبود جبر 
 جاسم محمد عوده 

 قسم علوم الأغذية والتقانات الاحيائية 
 جامعة بغداد  –كلية الزراعة 

 المستخلص

تلفةة مةم حية  اجريت عملية غربلةة اوليةة علةد عةدد مةم ال مةائر المعزولةة مةم م ةادر م 
تميةزت   Candidaقدرتها علد انتاج انزيم الانفرتيز فتبيم ام  مس عزلات منها تعود الد جةنس  

درسةت  كانةت ككفةا تلةل العةزلات     C5بقابليتها علةد انتةاج الانةزبم و  ووجةد العزلةة التةل رمةز لهةا 
  تبةيم كم كعلةد انتاجيةة   الظروف المثلد لإنتاج الإنزيم وبطريقة المزارع المغمورة  مةم ذةذا العزلةة

% و مةةةةزيص  ا ةةةةة ال ميةةةةرة وكبريتةةةةات 3تحققةةةةت باسةةةةت دام الرافينةةةةوز ك ةةةةدر للكةةةةاربوم وبتركيةةةةز 
 وبمةةةدة 6% كم ةةةدر للنتةةةروجيم وبةةةرقم ذيةةةدروجينل ابتةةةدائل  0.4وبتركيةةةز  1:1الامونيةةةوم وبنسةةةبة 

وحدة  1.58  حي  بلغت فعالية الانزيم تحت ذذا الظروف ˚م 35ساعة علد درجة   28حضم   
 .وحدة /ملغم 6.07/مل وبفعالية نوعية مقدارذا 

 المقدمــة:

مم   E.C 3.2.1.26 β-D-Fructofuranoside  fractohydrolase) يعد كنزيم الانفرتيز )    
( مم 15الانزيمات المهمة لاست داماته الواسعة وعادة ما ينتص مم م تلف الم ادر فقد انتص )

Candida albicans   (12  )بينما نقد الانزيم مم    Sacharomyces cerivisiae ميرة 
(  واشار الد وجودا فل العديد مم الاحياء 8)  Aspergillus nigerمم عفم واست رج الانفرتيز 

( 5( الانفرتيز فل الطماطة وقام )16المجهرية و كما يتواجد الانزيم فل عدد مم النباتات فقد وجد )
 ( انزيم الانفرتيز  4بطاطا الحلوة  و ومم الاجاص نقد )باست راج الانزيم مم ال
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يقوم انزيم الانفرتيز بكسر الا رة الكايكوسيدية بيم الكلوكوز والفركتوز فل السكروز 
والسكريات المماثلة له مثل الرافينوز والفيرسبسكوز وغيرذا ولذلل يست دم فل العديد مم ال ناعات 

شكولاتة وفل تحليل السكروز الموجود فل المولاس لتسهيل نمو الغذائية مثل  ناعة الحلويات وال
 الاحياء المجهرية عند استعماله  كمادة اولية فل بعض الت مرات ال ناعية  

منتجة لانزيم بوفرا    Candidaذدفت الدراسة الحالية الد : الح ول علد عزلة محلية مم  ميرة 
لكاربوم و النتروجيم ودرجة الحرارة والرقم وتحديد الظروف المثلد لانتاجه مم حي  م در ا

 الهيدروجينل الابتدائل ومدة الت مير 
وط يقروا ع ل

مم م ادر م تلفة  إذ تم   Candidaعزلات مم  ميرة  9: تم الح ول علد مصادر العزلات
الح ول علد  مس منها مم  م تبرات كلية التربية ابم الهيثم وثا  مم م تبرات كلية العلوم 

    C9الدC1 دة مم كلية الزراعة  رمز لها ب وواح
 (Sucrose Yeast Agar)است دم وسط السكروز  و  ا ة ال ميرة  و الاكر  الوسط الغذائي:

فل تنمية العزلات وتنشيطها فل اطباق بتري وفل الغربلة الاولية  وانتص الانزيم بنفس الوسط بدوم 
6المادة الم لبة  الاكر وبحجم لقاح 

10x1 ة/مل مم الوسط  لي 
است دمت طريقة المزارع المغمورة باست دام الحاضنة الهزازة لانتاج الإنزيم وف لت إنتاج الإنزيم:  

4دقيقة بدرجة  30مدة  xg4000الكتلة الحيوية عم الوسط بالنبذ المركزي المبرد بسرعة  
º    م

مولاري ذي الرقم  0.2غسلت ال ايا ثا  مرات بمحلول فوسفات ال وديوم الدارئ بتركيز 
  ءونبذت مركزيا فل الظروف المذكورة انفا  ثم علقت بنفس المحلول الدارى 6الهيدروجينل 

  24% وحضم مدة2بحي  يكوم التركيز النهائل   (Toluene)واضيف لها كمية مم التولويم 
30ساعة بالحاضنة الهزازة بحرارة 

º  ل ايا بالنبذ دورة / دقيقة بعدذا ف لت بقايا ا 150م وبسرعة
4دقيقة بدرجة حرارة  30ولمدة  xg4000المركزي المبرد بسرعة 

º  م واعتبر الراشح المتبقل
 المست لص الإنزيمل ال ام                                                             

وبتركيز  مل مم محلول ال ات الدارئ 100غم مم السكروز فل  5حضر بإذابة  المادة الأساس:
  6وبرقم ذيدروجينل  مولاري  0.2

  قياس الفعالية:
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وحسب الطريقة  dinitrodalicylic acid (DNSA) 3,5ثنائل نايتروسالسيالل  5,3-است دم 
مل  0.1( لتقدير السكريات الاحادية الناتص عم التحلل الانزيمل وذلل باضافة 17المو وفة فل)

و وبدرجة حرارة  6لمادة الأساس ذي الرقم الهيدروجينل مل مم ا 0.9مم المست لص الانزيمل الد 
ووضعت الأنابيب فل حمام  (DNSA) مل مم  1دقائق ثم اضيف   10وكستمر التفاعل  م 35

مل ماء مقطر وقيست الامت ا ية  10دقائق ثم بردت مباشرة وكضيف لها  10مائل مغلل لمدة 
ياسل للفركتوز الدي اعد لهدا الغرض تم نانوميتر وبالرجوع للمنحند الق 540علد طول موجل 

 است راج السكريات الم تزلة المتحررة مم قبل الانزيم بتحليل المادة الأساس )السكروز( 
مايكرومول مم السكريات الم تزلة مم  1بأنها كمية الانزيم التل تحرر  عرفت وحدة الفعالية :

 السكروز فل دقيقة واحدة تحت ظروف التجربة 

(  فل تقدير البروتيم وباست دام محلول البوميم 1) Bradfordكتبعت طريقة  وتين:تقدير البر 
فل كعداد المنحند القياسل وقدرت تراكيز  BSA Bovine serum albuminالم ل البقري 

مل مم كاشف البروتيم ) بغة  1مل مم المحلول الانزيمل الد  0.1البروتيم فل النماذج بنقل 
 595وقيس الامت ا ية علد  م 25دقائق بحرارة  5جت وتركت الكوماسل الزرقاء ( ومز 

 نانوميتر وقدر تركيز البروتيم بالرجوع الد المنحند القياسل 
 تعيين الظروف المثلى لانتاج الانفرتيز:

اجريت ذذا  التجربة بطريقة مشابهة لما مدكور فل طريقة التنمية   تحديد المصدر الكاربوني: 
اربوم م تلفة فل الانتاج تمثلت بالكلوكوز والسكروز والانيوليم الرافينوز وا تبر تأثير م ادر ك
  3%وكلها كضيفت بتركيز 

 تحديد المصدر النتروجيني:
است دمت كربع م ادر للنتروجيم تمثلت كبريتات الامونيوم  والببتوم  و ا ة ال ميرة ومزيص 

%  الد 0.4م ادر المذكورة بتركيز وكضيفت ال 1:1 ا ة ال ميرة وكبريتات الامونيوم  بنسبة 
 الوسط  

 تحديد الرقم الهيدروجيني:
وبفارق درجة واحدة لتحديد الرقم الهيدروجينل  7-4حضر الوسط الغذائل بارقام ذيدروجينية تراوح

 الابتدائل الأمثل لانتاج الانزيم مع مراعاة نتائص ال طوات السابقة  
 زيم:تحديد درجة الحرارة المثلى لانتاج الان
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درجات حرارية لتحديد  5وبفارق  45-20حضم وسط الانتاج بدرجات حرارة م تلفة تراوحت بيم  
درجة الحرارة المثلد لانتاج الانزيم مع الا ذ بعيم الاعتبار الظروف المثلد التل تم التو ل اليها 

 مم التجارب السابقة  
 تحديد زمن التخمر الامثل لانتاج الانزيم:

ساعات  4(  ساعة بفارق 36-20اج الانزيم فل مدد زمنية م تلفة تراوحت بيم )تمت متابعة انت
 وتحت الظروف المثلد لانتاج مم التجارب السابقة  

 النتائج والمناقشة:
(  علد 1اجريت عملية الغربلة الاولية الموضحة نتائجها فل جدول ) الغربلةالاولية والثانوية :

م در وحيد للكاربوم فتبيم ام  مس عزلات تميزت الحاوي علد السكروز ك (SYA)وسط  
بكثافة نمو عالية مقارنة مع العزلات الا رى  اد لت العزلات ال مس الد المرحلة الثانية مم 

كانت اكفأ تلل  C5علد نفس الوسط بدوم الاكر فتبيم كم العزلة التل رمز لها  (2الغربلة )جدول 
وحدة/ملغ  5.21وحدة /مل و1.44نوعية لانزيم المنتص العزلات حي  كانت الفعالية والفعالية ال

 علد التوالل  عليه ا تيرت ذذا العزلة لإكمال البح  

 SYA( الغربلة الاولية للخمائر قيد الدراسة من حيث قدرتها على النمو في وسط 1جدول)
 الحاوي على السكروز مصدراً وحيداً للكاربون

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

 عامة + تشير لكثافة النمو وعدد العامات يتناسب مع كثافة النمو
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غربلة العزلات على اساس انتاجيتها من انزيم الانفرتيز في وسط سكروز و خلاصة (2 ) جدول
 لص الانزيمي الخام.الخميرة بتقديرالفعالية في المستخ

الفعالية  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:
لانتاج انزيم الانفرتيز ذو  Candida sppكاربونل لتنمية العزلة وجد كم كفضل م در 

   رغم ام  1باست دام الرافينوز مقارنةً بالكلوكوز والسكروز والانيوليم وكما موضح فل شكل 
 5.40وحدة/مل و  1.51الفرق ضئيل بينة وبيم السكروز حي  بلغت الفعالية والفعالية النوعية 

السكروز ثم الانيوليم  وك يراً الكلوكوز ويمكم الاستنتاج مم ذذا   وحدة/ملغ علد التوالل يليه
 التجربة كم الانزيم مم النوع المستح  ويتحفز انتاجه بفعل الرافينوز بالدرجة الأساس 

 ( فقد وجد ام اعلد فعالية لانتاج انزيم الانفرتيز مم 2وذذا يتفق مع ما ح ل عليه  )

Saccharomyces cerivesiae  ( 3باست دام الرافينوز كم در للكاربوم و فيما وجد ) تحققت
   Candida utilsام الكلسرول افضل مم الكلوكوز كم در للكاربوم لانزيم الانفرتيز المنتص مم 

فيما   Leucosporidium antarcticum( الكلوكوز عند انتاج الانزيم مم 7بينما است دم )
كذلل است دم      S.cerevisiaeنزيم مم  ميرة الد است دام السكروز لانتاج الا (9اشار )

 Streptomyces sp   (السكروز لانتاج الانفرتيز مم 6)

 تحديد مصدر النتروجين الأمثل لانتاج الانزيم:
ا تيرت عدد مم الم ادر العضوية والاعضوية ومزيجهما لدرسة تأثيرذا علد انتاج 

% فوجد كم كفضل تلل 0.4الم ادر بتركيز الانفرتيبز مم العزلة قيد الدراسة وكضيفت جميع 
الم ادر يتمثل بمزيص  ا ة ال ميرة وكبريتات الامونيوم إذ بلغت الفعالية والفعالية النوعية 

( ثم  ا ة ال ميرة فالببتوم وا يرا  2وحدة/ملغم علد التوالل) الشكل 5.84واحدة/مل و  1.51
زيص الد كم الأول يعد م دراً  للنتروجيم فضاً كبريتات الامونيوم ويعزى تفوق الانتاج بهذا الم
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والتل تعد ضرورية لنمو الأحياء المجهرية فضاً عم  B كونه م درا" لفيتامينات مجموعة  عم
للعديد مم الانزيمات المهمة فل مسارات الت ليق الحيوي  كما  Co-factorكونها عوامل مرافقة 

لعوامل حسب الحاجة وت تلف الدراسات فل تحديد الثانل فيحفز تكويم متطلبات النمو مم ذذا ا
است دم  حي  ( 11كفضلية الم در النتروجينل للأحياء المجهرية والنتيجة مقاربة لما تو ل الية )

% فل إنتاج إنزيم الانفرتيز 0.1% مع كبريتات الأمونيوم وبتركيز 0.60بتركيز  ال ميرة ا ة 
علد ام   ا ة ال ميرة وحدذا تعد م درا" جيد      Saccharomyces cerevisiaeمم

كانت نترات ال وديوم ذل (  فيما 14)   Aspergillus flavusللنتروجيم عند انتاج الانزيم مم 
(  ليطا" 7(   فيما است دم ا روم  )6) Streptomyces spم در النتروجيم لانتاج الانزيم مم 

 Leucosporidiumوم لانتاج الانزيم مم مم  ا ة ال ميرة مع  ا ة الشعير والببت

antarcticum    
 تحديد الرقم الهيدروجيني الامثل لانتاج الانزيم:

كعطت العزلة قيد الدراسة كعلد انتاجية لانزيم علد اساس الفعالية والفعالية النوعية عند 
ن فض انتاج وحدة/ملغم علد التوالل  وك5.84وحدة/مل و  1.51حي  بلغت  6الرقم الهيدروجينل 

  3))الشكل  6الانزيم تدريجياً وبكا الاتجاذيم عم الرقم 
ويعد تحديد الرقم الهيدروجينل الابتدائل لوسط الانتاج عاماً مهماً لانتاج الانزيمات 
الميكروبية وفل فعالية ذذا الانزيمات لكونها تتأثر بشكل مباشر بتركيز كيونات الهيدروجيم لوسط 

(  حي  كام الرقم 7عل والنتائص التل تم التو ل اليها مقاربة لما است دمه)الانتاج ووسط التفا
     Leucosporidium antarcticum لانتاج الانفرتيز مم 6.5الهيدروجينل الابتدائل 

لانتاج الانزيم  4.5(  ذو10بينما كام الرقم الهيدروجينل الابتدائل للوسط الدي است دمه الباح  )
ذو الافضل لانتاج   5.6( ام الرقم الهيدروجينل الابتدائل13فيما وجد )  S.cerevisiae مم 

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

حي  بلغت  م 35 بينت الدراسة ام  الحرارة المثلد لانتاج الانزيم مم العزلة قيد الدراسة
وحدة/ملغم علد الترتيب وكن فضت فعالية  6.07حدة/مل و و  1.58الفعالية والفعالية النوعية 

(وت تلف درجة الحرارة المثلد لانتاج الانزيم با تاف 4الانزيم فل درجات الحرارة الأ رى )الشكل 
كذلل كانت   Candida utilisعند انتاج الانزيم مم  م 30( درجة حرارة 2ال ميرة فقد اعتمد )
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( 10و  اشار )    S.cerevisiae ( الانزيم مم 9التل انتص بها )ذل الدرجة م 30درجة الحرارة 
( ام درجة 6مم ال ميرة نفسها  فيما وجد ) م 33الد ام الحرارة المناسبة لانتاج الانزيم ذل 

       Streptomyces    spتعد الانسب  لانتاج الانزيم مم  م 37الحرارة 
ت متابعة انتاج انزيم الانفرتيز بفترات م تلفة تمتحديد زمن التخمر الأمثل لإنتاج الإنزيم:

ساعة  إذ  28ولوحظ زيادة الفعالية والفعالية النوعية لانزيم المنتص مم العزلة قيد الدراسة مدة  
وحدة/ملغم وان فضت الفعالية والفعالية النوعية بعد ذذا المدة  6.07وحدة/مل و  1.58بلغت 
ة ذل المدة المثلد لانتاج الانزيم وقد ك تار الباحثوم مدد ساع   28( عليه اعتبرت المدة5) شكل 

ساعة لانتاج  24( مدة 6زمنية م تلفة لحضم الاحياء المجهرية لانتاج الانزيم  فقد است دم )
ساعة  لانتاج الانزيم 30  بينماكانت مدة الحضمStreptomyces spالانفرتيز  مم 

 ( 3) مم قبل الا ريم  Candida utilisمم
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 Candida spp( مدة الحضم المثلد فل إنتاج إنزيم الانفرتيز مم 5شكل )
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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.  

 


