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ة من الخمیرة  AY2دراسة الظروف المثلى لانتاج الانیولینیز من عزلة محل
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ة الزراع غداد/ ةل جامعة 

الخلاصة

م الأنیولینیز من الخمیرة  AY2درست الظروف المثلى لإنتاج أنز
Kluyveromyces marxianus انت افضل الظروف متمثلة قة المزارع المغمورة و طر

یز  تات % 2استعمال الانیولین مصدراً للكارون بتر بر ج من خلاصة الخمیرة و ومز
ة  یز ) 1:1(الأمونیوم بنس تر رقم هیدروجیني إبتدائي % 1و 5.5مصدراً للنتروجین و

م 30رارة ساعة بدرجة ح42ومدة حضن  ة الأنز 8.65مل و/وحدة3.81م إذ بلغت فعال
ة على التوالي/وحدة ة النوع ة والفعال ة الفعال .ملغم بدلال

ة م،انیولینیز:الكلمات المفتاح .انیولین،أنز

احث الثاني* توراه لل حت مستل من اطروحة د .   ال
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Study the optimum conditions for production of
inulunase from isolate Kluyveromyces marxianus AY2.

Mohammed O. Muhya alddin Jasm M. Awda
college of agriculture/ university of  Baghdad

Abstract

Results showed that the optimum conditions for production
of inulunase from isolate Kluyveromyces marxianus AY2 by
submerged culture could be achieved by using inulin as carbon
source at a concentration of 2% with mixture of yeast extract and
ammonium sulphate in a ratio of 1:1 in a concentration of 1% at
initial pH 5.5 after incubation for 42 hours at 30ºC.

Key word : enzyme, inulinase, inulin.
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المقدمة
:β-D-fructan fructanohydrolaseE.Cعد انزم الانیولینیز الداخلي 

ة لقابلیته في تحلیل الانیولین 3.2.1.7 ة والدوائ من الانزمات المهمة في الصناعات الغذائ
ة  توز و % 95(الى شراب ذو حلاوة عال وز% 5فر تواجد الانیولین في ،)17) (لو و

اتات  اء والالمازةالعدید من الن طاطا الحلوة والهند والتي Jerusalem artichokeمثل ال
حدود  محتواها العالي من الانیولین  مر من ،)20% (10تتمیز  انه بول تمیز الانیولین  و

توز  ة) 60-2(عدد من وحدات الفر وز طرف لو ة السلسلة وحدة  قوم . وحدة وفي نها
سر الاواصر ة الانیولینیز الداخلي  للانیولین ومن مواقع محتلفة للجزئة β(1-2)الداخل
ة  وسید حلل الأصرة الكلا ذلك  فان β)2- 6 (و لذلك فإن لهذا الأنزم القدرة على تحلیل الل

 Levan ذلك المیلیزایتوز روز والرافینوز  انوز Melezitoseوالس Gentianoseوالجنت
یوز  ة عند درجات حرارة ولینیز ما یتمیز الانیStachyoseوالستا امتلاكه أقصى فعال

العالي اته الحرار ث اً، و ة نسب اران مهمان لتقرر ملائمة هذا . عال وهاتان الصفتان هما مع
ة قات الغذائ ا ما تتأثر الأنزمات بدرجات الحرارة ،النوع من الأنزمات في التطب وغال

التال لها الفراغي و ات اخري تقل فعالیتهاالمتوسطة إذ یتغیر ش م ،مما یتطلب اضافة 
فضل المختصون في مختلف الصناعات التي یدخل في عملها الأنزمات أن تكون ذات  لذلك 

عالي ات حرار ة الى تحدید الظروف المثلى لانتاج أنزم . )18(ث لذا فقد هدفت الدراسة الحال
.AY2Kluyveromyces marxianusالأنیولینیز من الخمیرة 

المواد وطرق العمل

م :إنتاج الأنز
ة سعة  300استعملت طرقة المزارع المغمورة لإنتاج الأنزم، إذ لقحت دوارق زجاج

ة على  IYPInulin yeast extract- Peptone brothمل من الوس100مل حاو
ة  حضر بإذا الببتون في غم من 5غم من خلاصة الخمیرة و5مع غم من الانیولین2والذ

الرقم الهیدروجیني على 1000 المؤصدة5مل من الماء المقطر وض ا .ثم عقم  لقح بخلا
ةAY2Kluyveromyces marxianus610الخمیرة  ، وحضنت في / خل مل من الوس
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سرعة 24مدة م30حاضنة هزازة بدرجة حرارة  قة/ دورة150ساعة و ثم فصلت الكتلة . دق
ة عن الوس المبرد على سرعة الحیو ز قة بدرجة حرارة 30مدة g×4000النبذ المر دق

.وأهمل الراسب وعُدّ الراشح المستخلص الخام للأنزم. م4
:محلول المادة الأساس

یز  ة % 3حضر هذا المحلول بتر ة قلیلة من 3بإذا م غم من الانیولین في 
الخلات برقم هدروجیني  یز 5محلول دار تر في دورق حجمي سعة مو 0.2و 100لار

ة نفسه، واستعمل مادة أساس لتقدیرالفعال المحلول الدار .مل وأكمل الحجم إلى العلامة 
م ة الإنز :تقدیر فعال

ورة من  عت الطرقة المذ اشف حامض 20)(أت طرقة  ة الأنزم  في تقدیر فعال
0.9لمستخلص الأنزمي إلى مل من ا0.1إذ أضیف (DNSA)ثنائي نایترو سالسیلك 3,5

حرارة ، 10م وأستمر التفاعل مدة 30مل من محلول المادة الأساس  في حمام مائي  دقائ
10ثم وضعت الأنابیب في حمام مائي مغلي مدة (DNSA)مل من 1عد ذلك أضیف

الماء. دقائ اشرة  ة على 10أضیف . بردت م ست الامتصاص 540مل الماء المقطر وق
فعل نانو رات المختزلة والمتحررة  توز تم أستخراج الس اسي للفر الرجوع إلى المنحنى الق و

ة الإنزم) الانیولین(الأنزم على المادة الأساس  : ومنها تم تقدیر فعال
ة ة الإنزم التي تحرر :(Unit)عرفت وحدة الفعال م توز في 1أنها  رومول من الفر ما
قة الواحدة تحت  .ظروف التجرةالدق

یز البروتین عت طرقة :تقدیر تر استعمال محلول ألبومین 2)(أت في تقدیر البروتین و
قر Bovine)(المصل ال Serum Albumin غة G-250(ومحلول الص brilliant blue

(Commassie یز البروتین في النماذج بنقل اسي وقدرت تر مل 0.1في اعداد المنحى الق
ت 1الأنزمي إلى من المحلول  غة ومزجت جیدا وتر حرارة الغرفة 5مل من الص دقائ

ة على  ست الإمتصاص اسي . نانو595وق یز البروتین إعتمادا على المنحنى الق قدر تر
ورة آنفاً  ما في الفقرة المذ تم إعداده  طرة(أما محلول الكفء . الذ الخطوات ) الس فحضر 

.ماء المقطر بدلا من المحلول الأنزمينفسها، بإستثناء استعمال ال
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م :تحدید مصدر الكارون الأمثل لانتاج الأنز
رات مختلفة في الإنتاج  استبدال مصدر الكارون في الوسأختبر تأثیر س وذلك 

IYPة توز: المصادر الآت وز وخلاصة الالمازةالفر روز والانیولین والكلو یز والس بتر
2%.

:ة الألمازةتحضیر خلاص
ة ونظفت جیداً، ثم قطعت  100تم الحصول على درنات الالمازة من الأسواق المحل

هرائي مع  مل من الماء المقطر المعقم 100غرام منه الى قطع صغیرة، وهرست في خلا
، ورشحت وجففت بوساطة المبخر الدوار بدرجة حرارة 10على سرعة متوسطة لمدة  دقائ

المس70 یز م وحف تر .(19)% 2حوق الناتج في الثلاجة لحین الإستعمال و
م :تحدید مصدر النتروجین الأمثل لانتاج الأنز

لتحدید مصدر النتروجین الأمثل لإنتاج الأنزم أستبدل مصدر النتروجین في وس
ة IYPالإنتاج ة شملت الببتون وخلاصة الخمیرة ومصادر لاعضو ة عضو مصادر نتروجین
برتات الأمونیومشملت  برتات ،فوسفات الأمونیوم الثنائي و ومزج من خلاصة الخمیرة و

ة ،الأمونیوم نس فت المصادر ) 1:1(ومزج من خلاصة الخمیر والببتون  و هذا وقد أض
یز  ورة بتر .إلى الوس% 1المذ

م :تحدید الرقم الهیدروجیني الأمثل لإنتاج الأنز
السائل ا یزلمؤلف من الانیولیناستعمل الوس خلاصة الخمیرة (و% 2بتر

برتات الأمونیوم ة ) و یز ) 1:1(بنس تر وسطا للإنتاج في هذه التجرة، والتجارب % 1و
ورة آنفا، إذ حضر الوس اللاحقة، بناءً على نتائج تحدید مصدر الكارون والنتروجین المذ

ة تراوحت بین استع(7.5- 3أرقام هیدروجین یز NaOHمال وذلك  مولار 0.1بتر
یز HClوالحامض فارق نصف درجة من وس)مولار لتعدیل الرقم الهیدروجیني0.1بتر

.لآخر لتحدید الرقم الهیدروجیني الأمثل لإنتاج الأنزم
م :تحدید درجة الحرارة المثلى لإنتاج الأنز

ا الخمیرة بدرجات حرارة مختلف الإنتاج الملقح بخلا - 20ة تراوحت بین حضن وس
فارق 45 لآخر مدة 5م  ساعة لتحدید درجة الحرارة المثلى 24درجات حرارة من وس

.لإنتاج الأنزم
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م) مدة الحضن(تحدید زمن التخمر  :الأمثل لإنتاج الأنز
ة مختلفة تراوحت بین  عة إنتاج الأنزم في مدد زمن فارق ) 60-18(تمت متا ساعة 

درجة حراساعات6 .م30رة و

النتائج والمناقشة

م الانیولینیز :تعیین الظروف المثلى لانتاج أنز
متحدید مصدر الكارون الأمثل :لانتاج الأنز

ة خمیرة استعملت خمسة Kluyveromycesمصادر للكارون في تنم
marxianus AY2وز والانیولی روز والكلو الس ن ودرس تأثیرها في إنتاج الأنزم تمثلت 

یز  بتر فت للوس توز والتي أض فوجد أن أفضل تلك المصادر % 2وخلاصة الالمازة والفر
ة هو الانیولین ة الأنزم وفعالیته النوع انت فعال ملغم / وحدة 6.64مل و / وحدة2.70إذ 
ل(على التوالي  توز) 1،الش وز وأخیراً الفر روز ثم الكلو ه خلاصة الالمازة ثم الس ن یل م و

تحفز إنتاجه فعل الاستنتاج من هذه التجرة أن أنزم الانیولینیز من النوع المستحث و
مع ما وجده.الدرجة الأساس الانیولین قارن إنتاج الانیولینیز (9)وهذه النتیجة تتطاب الذ

وز Kluyveromyces marxianusYX01من  بتأثیر ثلاثة مصادر للكارون وهي الكلو
توز والا ة نیولینوالفر نس ة  % 1و انت الفعال .مل على التوالي/وحدة6. 6و 4.5و4.3ف

اً في إنتاج الانیولینیز من 14تأثیر (7)درس في حین ارون Penicillumمصدراً 
citrinumة فعال ة من الأنزم  ا قد أعطى إنتاج ات الاضال بلغت فوجد أن مستخلص ن

ة إذ بلغت وزبینما أعطى المالتمل/ وحدة23.9 ما وجد .مل/ وحدة7.1أدني فعال (12)ف
هو خلاصة الالمازةStreptomyces spأن أفضل مصدر للكارون لإنتاج الانیولینیز من 

ة  ة / وحدة0.89إذ بلغت الفعال انت الفعال مل عند استعمال / وحدة0.04مل بینما 
روز ةتأثیر عدد من الم(16)ودرسمصدراً للكارون الس یز صادرالكارون تر في  %1و

ة توز والمالتوز Aspergillus tamariألأنیولینیز المنتج منفعال وز والفر الكلو تمثلت 
الا ومستخلص  ات الد روز والرافینوز والنشأ والأنیولین ومستخلص الالمازة ومستخلص ن والس

اء ومخلفات عصیر البرتقال اوالمولاسالهند الا أفضل تلك فوجد أن مستخلص ن ت الد
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ة التي بلغت  ة الأنزم ة / وحدة26.5المصادر بدلالة الفعال ة أنزم مل في حین أن اقل فعال
استعمال المالتوز  .مل/ وحدة7.66انت 

ل  Kluyveromycesتأثیر مصدر الكارون في إنتاج أنزم الأنیولینیز من الخمیرة):1(ش
marxianus AY2.

م :مصدر النتروجین الأمثل لإنتاج الأنز
ة ومزجهما لدراسة تأثیرها  غیر عضو ة وأخر أختیر عدد من المصادر العضو
على إنتاج أنزم الانیولینیز من الخمیرة قید الدراسة وشملت خلاصة الخمیرة والببتون بوصفهما 

برتات ة و ة، وفوسفات الأمونیوم الثنائ الأمونیوم بوصفهما مصادر مصادر عضو
ة  برتات الأمونیوم بنس ة، ومزج خلاصة الخمیرة و ومزج خلاصة الخمیرة 1:1لاعضو

ة  یز .1:1والببتون بنس فت هذه المصادر بتر على % 1اض الإنتاج الحاو % 2إلى وس
ل(انیولین بر) 2،الش مزج خلاصة الخمیرة و تات فوجد أن أفضل تلك المصادر یتمثل 

ة  ة النوع ة والفعال ملغم على / وحدة7.97مل و / وحدة3.13الأمونیوم إذ بلغت الفعال
لاً على إنفراد أما . التوالي، تلاه مزج الببتون وخلاصة الخمیرة ثم خلاصة الخمیرة والببتون 
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مصدراً  ة الأنزم بوجودها في الوس من إنتاج ة فقد تبین مما تتحق المصادر غیر العضو
ةانتللنتروجین المصادر العضو ة مقارنة  .متدن

ة  نس برتات الأمونیوم و ناء على هذه النتائج استعمل مزج خلاصة الخمیرة و و
یز 1:1 تر في المراحل اللاحقة من تعیین الظروف المثلى ولأنتاج الأنزم ولعل تفوق % 1و

عد مصدراً  إلى أن الأول  عز ة بهذا المزج  ونه مصدراً الإنتاج للنتروجین فضلا عن 
ونها عوامل مرافقةBلفیتامینات مجموعة  -Co والتي تعد ضرورة لنمو الخمیرة، فضلاً عن 

Factorsالحیو حفز (4)لعدد من الأنزمات المهمة في مسارات التخلی أما الثاني ف
ات النمو من هذه العوامل، وحسب حاجة الخمیرة ن متطل دراسات في تحدید وتختلف ال.تكو

اختلاف  اختلاف المصادر نفسها و اء المجهرة المستخدمة  أفضل مصادر النتروجین للأح
ضا اء المجهرة ا .الاح

ر في هذا الصدد أن ذ ة (8)و نس عة مصادر للنتروجین و % 0.2قد قارن بین س
مثل أفUlocladium atrumلإنتاج الأنزم من  ضل تلك فوجد أن نترت الصودیوم 

ة بلغت المصادر ة .مل/ وحدة36.5إذ أعطت فعال انت الفعال مل / وحدة4.72بینما 
الأنتاج  ة للأنزم في وس ة فعال أ لاح ة، في حین لم  نفس النس استعمال الببتون و

على الیورا مصدراً وحیداً للنتروجین ترا (13)وقارن . الحاو إنتاج الانیولینیزمن 
Bacillus cereus ة فوجد أن أفضل تلك المصادر هو استعمال عدة مصادر نتروجین

ة مقدارها  فعال ة  ة / وحدة96خلاصة الخمیرة التي حققت انتاج انت الفعال 82مل في حین 
لٍ من الببتون و خلاصة اللحم ومسحوق فول / وحدة53و 74و 81و  استعمال  مل 

ا ونترات الصودیوم وعلى  ما وجد . التواليالصو ن (12)ف م أن أفضل مصدر نتروجیني 
ة بلغت Streptomyces spلإنتاج الانیولینیز من استعماله فعال / وحدة0.89هو الترتون 

برتات الامونیوم ه نترات الصودیوم ومن ثم  انت ، مل تل ة الأنزم  0.19على أن إنتاج
استعمال الببتون / وحدة ة مصادر للنتروجین فوجد أن خلاصة بین (10)قارن . مل  ثمان

یز  تر ة من الانیولینیز من % 2الخمیرة و Kluyveromycesقد اعطت أعلى إنتاج
marxianus .
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ل  Kluyveromycesتأثیر مصدر النتروجین في إنتاج أنزم الانیولینیز من الخمیرة):2(ش
marxianus AY2.

ملانتاجالأمثللهیدروجینياالرقمتحدید :الأنز
نصففارق 7.5-3بینماتراوحالذالإنتاجلوسالهیدروجینيالرقمتأثیردرس

Kluyveromycesالخمیرةمنالانیولینیزأنزمانتاجعلىلآخروسمندرجة

marxianus AY2 .تضح ل(منو ةزادةأن) 3،الش فيةالنوعوفعالیتهالأنزمفعال
لازدادتالأنزميالمستخلص ةتدرجيش 3.65بلغتاذ5.5الهیدروجینيالرقملغا

ةفيواضحتدرجيإنخفاضعدهالوح,التواليعلىملغم/وحدة8.12ومل/وحدة الفعال
عد. التعادلمنوالقربالمتعادلالهیدروجینيالرقمعند الإبتدائيالهیدروجینيالرقمتحدیدو
ةالأنزماتلإنتاجمهماعاملاً للوس رو ةوفيالم تتأثرلكونهاالأنزمات،هذهفعال

ل اشرش یزم مالمقاربوهذا.التفاعلومحلولالإنتاجلوسالهیدروجینأیوناتبتر
هحصل ةأفضلأنوجدإذ(3)عل Kluyveromyces marxianusمنللانیولینیزأنتاج

ة5الإبتدائيدروجینيالهیالرقمعندتتحق إنخفضتبینمامل،/ وحدة13.1مقدارهافعال
ة الأرقامتأثیر(7)درسوقد.6الهیدروجینيالرقمعندمل/ وحدة11.75الىالفعال

ة الرقمأنفوجدPenicillum citrinumمنالانیولینیزإنتاجفي8-4بینالهیدروجین
ةبدلالةاجالأنتفيالأفضلعد6الهیدروجیني .مل/ وحدة37.5بلغتالتيالفعال
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ل  المنتج من الخمیرةتأثیر الرقم الهیدروجیني الابتدائي في إنتاج أنزم الانیولینیز:)3(ش
Kluyveromyces marxianus AY2.

Aspergillusمنالانیولینیزفي إنتاجتأثیر الرقم الهیدروجیني(16)ودرس
tamari فرق نصف درجة8-4تراوحت بین ة الانیولینیزو تزداد بزادة الرقم ووجد أن فعال

مل،  / وحدة39.41إذ بلغت 5.5الهیدروجیني لتبلغ اقصاها عند الرقم الهیدروجیني 
ان الرقم الهیدروجیني . 8مل عند الرقم الهیدروجیني/ وحدة10.01إنخفضت الى في حین 

مقدار Bacillus spهو الأمثل في إنتاج الانیولینیز من 8 ة إنخفاضاً  ، شهدت الأنتاج
ترا في الرقم الهیدروجیني % 58 ة ال .(17) 6.5عند تنم

م :تحدید درجة الحرارة المثلى لانتاج الأنز
م فتبین أن 45- 20تراوحت درجات الحرارة التي درس تأثیرها في إنتاج الأنزم بین 

ل(م 30درجة الحرارة المثلى للإنتاج تبلغ  وهي درجة الحرارة نفسها التي أعتمدت ) 4،الش
ة  ة والفعال ة دراسة تعیین الظروف المثلى لإنتاج أنزم الانیولینیز، إذ بلغت الفعال منذ بدا

ة  ة في درجة / وحدة8.301مل و / وحدة3.62النوع انت الإنتاج ملغم على التوالي، بینما 
ة والفعا25الحرارة  ة م بدلالة الفعال ة النوع وهذه . ملغم/ وحدة7.19مل و / وحدة3.10ل

ة  درس تاثیر درجة حرارة الحضن في إنتاج أنزم (1)النتیجة مقارة لما توصل ال الذ
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)35-25(إذ اختار درجات الحرارة ما بین Kluyveromyces marxianusالانیولینیز من 
فع27م ووجد أن أفضل درجة الحرارة للأنتاج هي  ة بلغت م و  بینما .مل/ وحدة36.8ال

Kluyveromycesم هي المثلى لإنتاج الانیولینیز من 36أن درجة الحرارة (11) وجد sp.
م30بلغت Streptomyces spلإنتاج الانیولینیز من أن أفضل درجة حرارة(12)ما وجد 

ة  ة / وحدة1.62إذ بلغت الفعال انت الفعال د الدرجة الحرارة مل عن/ وحدة0.8مل بینما 
اء المجهرة المختلفة .م25 ة الأح وفعال ارزا في تحدید نشا وعادة تترك درجات الحرارة أثراً 

ة  ات التغذو ائي والمتطل م یب الك ض والتر ل من معدل النمو والا لما لها من تأثیر في 
ة لعدد من الخم ة والصفات الفسلج ات الأنزم قاء والفعال ات ال .(11)ائر ومتطل

ل  المنتج من الخمیرةتأثیر درجة الحرارة في إنتاج أنزم الانیولینیز):4(ش
Kluyveromyces marxianus AY2.

م :تحدید زمن التخمیر الأمثل لانتاج الأنز
عة إنتاج أنزم الانیولینیز من الخمیرة قید الدراسة في الظروف المثلى التي  تمت متا

قة وعلى مدتم تحدیدها في ساعة من الحضن بدءاً من الساعة الثامنة 60الخطوات السا
فارق ست ساعات عشرة ل(للحضن و ة ) 5،الش ة والفعال ل من الفعال ولوحظت زادة 

ة للأنزم المنتج من الخمیرة حتى الساعة  ة 42النوع ة والفعال من الحضن إذ بلغت الفعال
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ة  ة .ملغم على التوالي/ حدةو 8.64مل و /وحدة3.81النوع ة والفعال ل من الفعال إنخفضت 
ه عدت مدة الحضانة المثلى لإنتاج الأنزم من الخمیرة هي  عد هذه المدة، عل ة  42النوع

عد تحدید طور النمو .ساعة ه أقصى إنتاج للمواد Growth phaseو ف یتحق الذ
ما في ذلك الأنزمات من العوامل المهمة ة  ض أنزم الأ ما یتعل غي تحدیدها، وف التي ین

ة الأنزم تصل أقصاها في منتصف الطور  الأنیولینیز فالدراسات تشیر إلى أن أنتاج
اً اللوغارتمي زت عدد من الدراسات على هذا الجانب  )15(ثم تشهد إنخفاضاً تدرج وقد ر

ة الأنزم من (6)ومنها الدراسة التي أجراها  .Aحول أنتاج nigerتراوحت بین لفترات حضن
ة للأنزمساعة12-168 ة 96هو ووجد أن أفضل زمن لبلوغ أعلى أنتاج فعال ساعة و

ة/ وحد319بلغت  عد / وحدة20الى مل، بینما إنخفضت الفعال . الإنتاجساعة من 72مل 
انت (4)ووجد  ة بلغتإذساعة72أن أفضل فترة حضن  \وحدة98حصل على اعلى فعال

.Kمل لخمیرة  marxianus Var bulgaricus . تاثیر مدة الحضن على انتاج (5) ودرس
ة Aspergillus kawachiiأنزم الانیولینیز من  ة 100لغا ساعة  ووجد ان اعلى فعال
عد مرور  ة فیها 80تحققت  مل وانخفضت \وحدة82ساعة من الحضن إذ بلغت الفعال

ة الى ع\وحد59.5الفعال ما أن إطالة مدة الحضن تعد . ساعة من الحضن100د مل 
سبب  ة الخمائر  إلى انخفاض في إنتاج من جهة أخر ا وتؤد ة اقتصاد ة غیر مجد عمل
ات  الإنتاج اللازمة لاستمرار النمو والفعال ات من وس فعل نفاذ المغذ ا  التحلل الذاتي للخلا

ة للخمیرة  .)14(الحیو

ل  في إنتاج أنزم الانیولینیز المنتج من الخمیرة ) مدة الحضانة(تأثیر زمن التخمیر ):5(ش
Kluyveromyces marxianus AY2.
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