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	الخلاصــة

       اختيرت عدة اوساط غذائية Rhizopus Oryzae فوجد بان هذا الفطر يكون ذا مستوى عالي لانتاج الاميليزات الفعالة في الوسط  b (OM ) بدرجة 40 0م . ثم جهز الوسط  b (OM ) بعدة مصادر للكاربون هي النشا السكروز , عصير التمر , طحين الشوفان  وطحين الحنطة و المالتوز,  فوجد بان النشا هو افضل منتج لانزيمات الاميليز الفعالة , كما اختبرت فعالية الاميليزات في عدة مصادر للمادة الاساس مثل الاميلوبكتين والاميلوز والكلايكوجين والنشا و المالتوز وعند فصل نواتج التحلل بواسطة كروموتوكرافي  الضغط العالي (HPLC ) وجد ان الكلوكوز هو الناتج النهائي الرئيسي  لهذه المواد مما يدل على وجود انزيمات  الكوكو اميليز وقليل من الالفا اميليز ونسبة اقل من المالتيز . ان عزلة  Rhizopus Oryzae تعتبر منتجا كفوءا لانزيمات الاميليز ذات الثباتية الحرارية وباستخدام مواد رخيصة الثمن كمادة اساس لانتاج هذه الانزيمات التي تعتبر ذات قيمة تكنولوجية واهمية تحللية صناعية كبيرة.

Abstract

  The effect of several nutritional media  on growth and amylase production from Hizopus Oryzae isolate were studied. It was found that this fungus was produced high levels of amylolhytic  activity at 40 0C in (OM)b medium. The medium (OM)b  was  supplemented with  starch sugar . Date  juce  oat  flour, wheat flour   and maltose. It  was  found   that  the production of  amylolytic  activity  in  starch  supplemented  cultures.the  amylolytic  activity hydrolysed  several  substrates ,such as amylopectin, amylase, glycogen, starch and maltose. It  was  found  that  glucose , always the main end product detected by high pressure liquid chromatography analyses (HPLC). These results indicated that the amylolytic activity studied is  glucoamylase  and  low level  of   α-amylase   and    maltase. As  compared to  other  fungi Rhizopus Oryzae   isolate  considered  an efficient  producer of thermostable amylases using raw residues of low coast as substrate. This information is of technological value, considering the importance of amylases for industrial hydrolysis.     




المقدمة

             تستخدم انزيمات الامبليزمن قبل الكائنات الحية في عمليات الايض الغذائي للنشا وانتاج الطاقة وكمصدر للكاربون في عملية تكون المكونات الخلوية الاخرى وانزيمات الاميليز هي من نوع الانزيمات المميئة ( تحلل مائي) للكاربوهيدرات ذات الاوزان الجزيئية  العالية  لتحولها الى  مواد  ذات اوزان  جزيئية بسيطة (1)  ولهذه الانزيمات اهمية صناعية متعددة الاغراض فهي تستخدم في صناعة منتجات النشا وصناعة الورق و السكر السائل  والفركتوز والصناعات التخميرية والكحولية (2)   انجه اكثر الباحثين الى انتاجها من المصادر المكروبية نظرا لسهولة تنميتها ةانتاجها الجيد ذات الثباتية العالية للدرجات الحرارية التي يتعرض لها النشا في الصناعات المختلفة .   هنالك نوعان من انزيم  الاميليز  تعتبر  اكثر  اهمية  وانتشارا هما  انزيم   الكلوكوز اميليز   الذي  يعمل على الاصرة الخارجية      Exo-acting enzyme  ويحرر –D-glucose β وينتج سلاسل غير مختزلة للأميلوز والاميلوبكتين والكلايكوجين  كمركبات وسطية (3).  أما النوع الثاني من الانزيمات هو الالفا أميليز Endoenzyme   الذي يعمل على الاواصر الداخلية لجزيئة الكاربوهيدرات محررا الدكسترين مما يؤدي الى سرعة في انخفاض اللزوجة لذلك يدعى هذا النوع من الانزيمات بانزيمات التسييل Liquifying α- amylase بعضها  يحرر سكريـــات متعددة قصيـرة السلسلــة من النهايــات غيـــر المختزلـــة للـدكسترينــــات وتدعى انزيمـــات التســـكير Saccharifying α- amylase  نـــــوع               (Exo-acting α- amylase)  ويعتبـر فطـر جنـس Asp. Niger Rhizopus  من اهم الفطريـات المنتجــة لهـــذه الانواع (4) .

 لقد زاد اهتمـام الباحثيـــن مؤخرا في انتــــاج الاميليزات الفطريــــة مــن الاحياء المجهريـــة المقاومــــــة للحرارة العاليــة               (3,4) لانها منتجة لانزيمـات ذات ثباتيــه عاليــة للحرارة ومقاومــة لدرجــات الحرارة العاليــة التي تستخدم في الصناعـات السكريــــة وان هــــذا البحث  يتناول يقدم تنمية فطـر جنس  Rhizopus Oryzae   المقاوم للحرارة العالية  والذي يعتبر  منتج جيد لأنزيمات الأميليز (5) اوساط مختلفة لمعرفة تأثير مكونات الوسط وعلى فعالية الانزيمات المنتجة . فضلا عن دراسة بعض الخواص الفيزيائية لهذه الانزيمات. 
الهدف من البحث: اختيار عدة اوساط لتنمية الفطر لاختيار الوسط الاكثر انتاجا للاميليزات ودراسة بعض خواصها.
المواد وطرائق العمل
            عزلة فطر Rhizopus Oryzae : وهي عزلة محلية محفوظة على مائل اكار عصير الطماطم مصدرها وزارة العلوم والتكنولوجيا قسم التقنية الحياتية.  

     استخدمت السبورات من مزرعة معمرة محفوظة على مائل الاكاربعمر15 يوم محفوظة في درجة حرارة الغرفة(25- 30) 0م. 

الأوساط :

1-  الوسط الاصليOriginal Medium (OM)a  (6) يتكون من 1% Yeast Extract (v/w)  , 0.1% 0.05% (v/w)KH2PO4
2- اختيار الوسط الامثل لانتاج الاميليز

الوسط A: نفس مكونات الوسط الاصلي (OM)a مع تغيير نسبة النشا يتراوح بين (0-3%) (v/w)  .

الوسط B : نفس مكونات الوسط الاصلي مع تغيير نسبة مستخلص الخميرة (0-1%) (v/w)  .

الوسط C : نفس مكونات الوسط الاصلي مع تغيير بنسبة KH2PO4 تتراوح بين(0-2%) (v/w) .

ثم اختيرت النسبة المثلى من المواد المتغيرة في وسط خامس هو الوسط الامثل (OM)b (لم تسجل نتائج الاختبار) عدل الرقم الهيدروجيني لكافة الاوساط الى 6.0 ونقح بــ 3×105 سبور/ مل وحضنت  الاوساط في حاضنة هزازة بسرعة 100 دورة في الدقيقة لمدة 72 ساعة بدرجة 40   0 م . ثم  قيست الفعالية وكمية البروتين واجريت جميع التجارب بثلاث مكررات.
تحضير الإنزيم الخام:

ترشحت المزارع من خلال ورق الترشيح نوع Whatman رقم (1) في قمع بخنر ثم يؤخذ الراشــــح واجريت  له عملية ديلزة لمدة 16 ساعة بدرجة 4 0م مقابل الماء المقطر ثم يستخدم الماء الناتج كمصدر للأنزيم الخام (7) . اما المايسيليوم فشطفت بالماء المقطر ووضعت بين طيات ورق الترشيح وجففت بالضغط الخفيف .وأخذت مع الخلايا لاستخلاص البروتين منها بمعاملتها بـــــ   M   0.001 من محلول منظم الخلات ذو الرقم الهيدروجيني 6.0  في 4 0م ثم  الطرد المركزي على  12000  دورة لمدة 15 دقيقة  بدرجة 4 0م (7).
تأثير نوع المصدر الكاربوني والنيتروجيني في فعالية الانزيم: 

       اختيرت عدة مصادر كربونية ونترو جينية أضيفت الى وسط تنمية الفطر (OM)b بشكل منفرد وبنسبة %2    (v/w) لرفع كفاءة إنتاج الاميليز والمواد هي : الكلوكوز ,المالتوز ،التريهالوز، السكروز ,الارابينوز ،الرافينوز ،النشا ,البكتين ,عصر التمر 2% مواد صلبة وطحين الشوفان ,نشا الطحين . والمصادر النتروجينية أضيفت بشكل يوريا وخلات الامونيوم ونترات الامونيوم  بنسبة 0.8%.
(التحليلات) قياس فعالية الإنزيم : 
  تم قياس فعالية الانزيم  باستخدام 1 % (v/w)  من النشا المذاب في M 0.001 من محلول منظم خلات الصوديوم ذو الرقم الهيدروجيني  5.0 (16) وتعرف وحدة الأنزيم بأنها كمية السكريات المختزلة المتحررة من امايكرومول من المادة الأساس بالدقيقة الواحدة بدرجة 40 0م   (11,8).
قياس كمية البروتين : 
اجريت بموجب طريقة Lowry (9) وباستخدام السيرم ألبقري كبروتين قياسي.
الفعالية النوعية =  فعالية الإنزيم  (وحدة /مل) 
                   كمية البروتين (ملغم / مل )
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تفاعل الإنزيم مع مصادر مختلفة من المادة الأساس:
                يتم التفاعل باضافة الانزيم بمقدار 0.2 مل الى المادة الاساس 1% (v/w)   اميلوبكتين , 1% (v/w) اميلوز    1% (v/w)   كلايكوجين , 1% (v/w)   مالتوز %1(v/w)   نشا يذوب كل منها في 100 مللتر محلول منظم الخلات  M0.001 ذو الرقم الهيدروجيني 5 .وتخضــن لمدة ساعة بدرجة  40 0م وتحـلل النواتج باستخـــدام جهاز  High pressure  Liquid Chromatography (  HPLC)  استخدم الماء كطور متحرك بسرعــــة جريان 0.4 مللتر /دقيقة بدرجة 85 0م . وبموجب الطريقة المذكورة في (10).

تاثير الرقم الهيدروجيني على ثباتية الإنزيم : 
        أضيف الإنزيم الخام بمقدار 0.2 مللتر الى  محلول النشا %1 (v/w) المذاب في 100 مل من منظم الخلات  0.001 M    في أرقام هيدروجينية مختلفة تتراوح بين(2.5-9) لمدة ساعتين قيست بعدها النسبة المئوية للفعاليـــة والنسبة المئوية للفعالية المتبقية  وأجريت التجربة بثلاث مكررات.
تاثير درجات الحرارة المختلفة على ثباتية الإنزيم:  
            حضن مزيج الإنزيم مع المادة الأساس (0.2 مل إنزيم خام مع محلول 1% (v/w) نشا ذائب في محلول منظم  خلات الصوديوم ) بدرجات حرارية مختلفة تتراوح بين 90- 30 0م لمدة ساعتين وقيست  بعدها النسبــــــة المئوية للفعالية والنسبة المئوية للفعالية المتبقية وأجريت التجربة بثلاث مكررات .
النتائج والمناقشة :
       بين الجدول رقم (1) استخدام خمسة أوساط منتجة لإنزيم الاميليز من عزلـــة   R.oryzae.  استخـدم الوســط الأصلي    (OM)a   لتنمية العزلة فكانت كمية البروتين المنتجــــة 1.20 ملغم  وفعاليـة الاميليـز 54.7 وحدة /ملغم بروتين وعند اضافة نسب مختلفة من النشا تراوحـت بين (0-3%)  (v/w) الى الوســط الاصلي كانت أفضل نسبـة للنشا لإنتاج الاميليــز هي 1.5% ( v/w)  فأطلـق علية الوســط A حـيث ارتفعـت كميــة البروتين الـــى 1.60 ملغم والفعاليـة النوعيــة الـى 65.0 وحده/ ملغم بروتيـن . ثم أضيـف الى الوسط الأصـلي  (OM)a  نسـب مختلفـة مــــن مستخلص الخميرة تراوحـت بين (0-1 %)   (w/v) فكانت أفضــل نسبـــــه لهـذه المـــادة هي (w/v) %0.8 حيـث ارتفعت كميه البروتين الى 1.75 ملغم والفعالية النوعية الى 61.2 وحده/ملغم بورتين وسمي هذا الوسط بالوسط B ، اما الوسط C فأضيفت الى الوسط الأصلي (OM)a نسب مختلفة من فوسفات البوتاسيوم تراوحت   (w/v)   %(2-0) فكانت أفضل نسبه لهذا المادة هي 0.3% فارتفعت كميه البروتين الى 2.15 ملغم والفعالية النوعية الاميليز المنتـج الى 53.9 وحده / ملغم بروتين .

      اما الوسط الأمثل (OM)b فهو عبارة عن الوسط الأصلي مضافـا له الحـد الأمثل للمــواد المذكورة في الوســط C,  B ,A   والمبينة نسبها في الجدول رقم (1) , سمي بهذا الاسم لأنه أعطـى أفضل كميـة للبروتين الكلـي للخلايــا وأفضل فعالية نوعية للاميليز المنتج من عزلة  R  .oryzae فكانت  3.90 ملغم و 88.5  وحدة/ ملغم بروتيـن على التوالـي , وتبين من خلال التحليل الاحصائي لحساب قيمة L.S.D  ان كمية البروتين وفعالية الانزيم لجميع الاوساط المستخدمة كانت ليست ذي فارق معنوي عند مستوى  0.05  اما الوسط (OM)b فكانت كمية البروتين و فعالية الانزيم ذو فارق معنوي عند مستوى 0.05 حيث كانت قيمة L.S.D مساوية الى 0.96 فاستخـدم هذا الوسـط لتنفـيذ جميـع التجارب اللاحقـة فــي هذا البحث نظـرا لإنتاجيتها الجيدة للاميليز ذات الفعالية العالية .ان لمكونات وسط التنمية الأثر الكبير في تحديد نوع المنتجات الوسطية والنهائية للفطر المستخدم فلو استبدلت هذه المكونات بالكلوكوز بدلا من النشا وبأملاح مؤكسدة مثل CaCO3 لأصبح الفطر منتجا جيدا لحامض اللاكتيك (12,13).
تاثير المصدر الكربوني في النمو وفعالية الاميليز المنتج من عزلة   .R .oryzae
           اضيفت عدة مصادر للكاربون الى وسط تنمية الفطر (OM)b  بدلا من النشا %2(w /v)  لمعرفة تاثير نوع المصدر الكاربوني على النمو وإنتاج الاميليز فدلت النتائج المبينة في الجدول رقم (2) ان أفضل المصــادر لنمــــــو الفطر وإنتاج الخلايا هو المالتوز يليه الكلوكوز والسكروز وعصير التمر وطحين الشوفان وطحين الحنطــــــة حيث فعالية الامليز ليست ذو فارق معنوي عند مستوى 0.05 لقيمة L.S.D  فيما كانت أفضل الأوساط في إنتاج الاميليـــز وبفعالية نوعية عالية هو وسط النشا. وهو مـن ارخص المصـادر الكاربونية لإنتــاج الاميليز تجاريـــــــاً (14). فيما أظهرت  بقية المصادر المستخدمة عدم وجود فارق معنوي عند مستوى 0.05   لقيمة L.S.D  .
تاثير المصدر النتروجيني في النمو وفعالية الاميليز المنتج من عزلة :R.  Oryzae 
         أضيفت اليوريا وخلات الامونيوم ونترات  الامونيوم الى وسط النمو (OM)b بنسبــة  %0.8 ، دلـــت النتائج المبينـــة في الجدول رقم (3) ان نترات الامونيوم هي أفضل المصادر النتروجينية في إنتاج خلايــا الفطــر وفعاليــة الاميليـــــز حيث كانت 1.7 .ملغم و 54.6 وحدة /ملغم بروتين علــى التوالــي. وبفارق معنوي عنــد مستوى 0.05 بموجب قيمة L.S.D  المحسوبة فيما لم يكن هنالك فارق معنوي لبقية المصـــادر النيتروجينية  عن بقية النواتج حيث وجد الباحث (15) ان اضافة المصدر النتروجيني والكالسيوم مهم في رفع إنتاجية الخلايا وفعالية الاميليز المنتج من سلالة  . Aspergillus
 تاثير درجات الحرارة والرقم الهيدروجيني في الفعاليةالتحليلية لإنزيمات الاميليز المنتجة من عزلة R.  ryzae :

     دلت النتائج المبينة في الشكل رقم (1) بان الرقم الهيدروجينـي الأمثل لثبـاتيـة الإنزيــم هو 6 فيما بين الجدول 2 بان الدرجة الحرارية المثلى لثباتية الانزبم  هي 50 O م  كما دلت النتائج المبينة في الشكـل رقــم (3) بــان الإنزيــم احتفظ بــــ 70% من فعاليته في درجة 40 Oم بعد مرور 120 دقيقة  من الحضن واحتفظ بــ 50% من فعاليتــه في درجة 50 O م  للفترة نفسها . ان جزيئات النشا ذو التركيـز 1% (w/v) قد تمكنت من حماية الإنزيـــم من التأثيـــر الحراري  (10,8,7) امــا في درجـة 60Oم  فان الإنزيم فقد حوالـي 70% من فعاليته ولم يتبقى سوى 30%  منها بعد مرور 120 دقيقة فيما احتفظ بــ 5% فقط من فعاليته بعد مرور 120 دقيقة على بقاء بدرجة  65 Oم إي حصل تثبيط جزئي لعمل الأنزيم في هذه الدرجة . 
        دلت النتائج المبينة في الشكل رقم (4) بان الإنزيم ذات ثباتية عالية في مدى واسع من الرقم الهيدروجيني وعند بقاء الإنزيم في درجات مختلفة من الحامضية والقاعدية ولمدة ساعتين لم يفقد الإنزيم من فعاليته سوى 10% في الوسط القاعدي وهذا يعني ان الإنزيم حامضي التفاعل ومقاوم للوسط القاعدي في ان واحد ولمدى واسع يتراوح بين (7.5-2.5) من الرقم الهيدروجيني ولا داعي لتعديل الرقم الهيدروجيني لوسط تفاعل الإنزيم مع المادة الأساس ،كما ان للمادة الأساس وفترة الحضن الأثر الأكبر في تحديد ثباتيـة الإنزيم اتجاه الوســـط ألحامضــي او القاعـــدي (10,9,8) كما وجد الباحثان (20,18) ان إنزيمات الاميليز المنتجة من البكتريا المحبة للحرارة العالية أبدت ثباتية عالية في مدى واسع في الرقم الهيدروجيني يتراوح بين (8.5-5.5) فيما وجد أخر (21) بان الرقم الهيدروجينــي الأمثل لثباتية الكلوكواميليز المنتج من بكتريا psychrophilic هو (4.5-4.2) فيما وجد الباحث (19) بان فعالية الالفا اميليز وصلت أقصى فعالية لها في الرقم الهيدروجيني 7 فيما وجد الباحث (22) أقصـى فعاليـــة للاميليــــز المنتج من جنس Bacillus  sp. كانت في الرقم الهيدروجيني 8 .

          ويعتقد بان الزيادة في الفعالية عند انخفاض الرقـم الهيدروجيني سببها تأين جزيئات الإنزيم وإذابـة بعـض الاملاح غير الذائبة التي لها تاثير في تفاعل الإنزيم مع المادة الأساس ،كما ان درجة الحامضية والقاعديـة المعبـــر عنها بالرقم الهيدروجيني لها تاثير في نقطة التعادل الكهربائي التي تؤدي الى ترسيب البروتين وتثبيط عمل الإنزيم ويتم ذلك بناءا على نوع وتسلسل الأحماض الامينية والمجاميع الفعالة المتواجدة في الموقع الفعال للإنزيم (23).  
جدول رقم -1- تأثير مكونات الوسط ألزرعي على النمو وفعالية الاميليز لعزلة  Rhizopus oryzaes
	نوع الوسط
	البروتين الكلي
	الفعالية النوعية

	
	للخلايا / ملغم
	وحدة/ ملغم بروتين

	الوسط الاصلي (OM)a
	1.20
	54.7

	الوسط(A)  1.5 %  نشا
	1.60
	65.00

	الوسط(B)  0.8 %  مستخلص الخميرة
	1.75
	61.20

	الوسط(C)  0.3 %  KH2PO4
	2.15
	53.90

	الوسط الامثل (OM)b
	3.90
	88.50


جدول رقم -2 تأثير نوع المصدر الكربوني على النمو وفعالية الاميليز لعزله   .Rhizopus Oryzaes

	مصدر الكاربون المضاف للوسط الامثل للتنمية
	البروتين الكلي للخلايا
	الفعالية النوعية

	(OM)b
	ملغم
	وحدة /ملغم بروتين

	كلوكوز
	12.5
	2.35

	مالتوز
	28.7
	0.55

	تريهالوز
	3.0
	9.1

	سكروز
	11.6
	6.7

	رافينوس
	3.5
	2.2

	نشا
	10.7
	25.1

	عصير التمر
	14.1
	3.7

	بكتين
	4.2
	16.2

	طحين الشوفان
	13.9
	4.65

	طحين حنطة
	11.5
	2.18


جدول رقم -3- تأثير المصدر النتروجيني على البروتين الكلي للخلايا وفعالية الأميليز المنتج من عزله  .Rhizopus oryzae المنماة على الوسط الامثل (OM)b
	المصدر النيتروجيني 0.8% (w/v)
	البروتين الكلي للخلايا
	الفعالية النوعية

	
	ملغم
	وحدة /ملغم بروتين

	يوريا
	0.3
	10.4

	خلات الامونيوم
	0.5
	9.2

	نترات الامونيوم
	1.75
	54.6


جدول رقم -4- نواتج تحلل النشا بفعل الاميليز المنتجة من عزلة R.  oryzae بواسطة جهاز HPLC
	المادة
	كلوكوز
	مالتوز
	M3
	M4
	M5
	Oligo
	Poly

	الاساس
	%
	%
	%
	%
	%
	%
	%

	اميلوبكتين
	60.4
	2.8
	---
	0.8
	0.6
	0.4
	35

	أميلوز
	41.3
	---
	---
	---
	---
	1.3
	57.6

	كلايكوجين
	50.1
	---
	---
	---
	---
	0.3
	49.6

	ماتوز
	42.8
	57.2
	---
	---
	---
	---
	---

	نشا
	56.3
	3.0
	---
	0.5
	0.2
	0.5
	39.5
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شكل(1)  تأثير الرقم الهيدروجيني (pH) المنتج من عزلة R. Oryzae
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R. Oryzae شكل (2)  تأثير درجة الحرارة في ثباتية الاميليز المنتج من عزلة 
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شكل (3)  تأثير درجات الحرارة المختلفة في النسبة المئوية للفعالية المتبقية                                        الاميليز   الخام المنتج من عزلة  R. Oryzae
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شكل رقم (4)  تأثير درجة حامضية وقاعدية الوسط في الفعالية المتبقية للانزيم
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