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  :المستخلص  
  

ة ذه الدراس ذت ھ اجلإ نف زیم نت ز بوساطة فطر  أن ادي   Aspergillus nigerالامیلی ة الرم رب مدین المعزول من بعض ت
ي  ھ ف ة كفاءت اجومعرف زیم إنت ز  أن دروجیني  باستخدامالامیلی رقم الھی ة من ال اج مختلف روف انت رارة و  pHظ ة الح ، ودرج
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ABSTRACT: 
 

This research was conducted to study the production of amylase by the fungus Aspergillus 
niger  which is isolated from some Ramadi soils :Also to know its adequacy in the enzyme 
production PH,Temperature ,Carbon source , Carbon concentration ,Nitrogen and incubation 
period .The highest production value was 8.0 cm at PH 5.0 , 30C with the use of 
(Ceratophyllum demersum ) as the only carbon source at the concentration 1.5% and for the 
incubation period 8 days.                   

 
  :المقدمة

  
ل  ل تعم ادة داخ ة ع اعدة بروتینی ل مس ات عوام الإنزیم

بعض ة وال ة الحیوی ل  الأنظم ى العم ة عل ا القابلی ا لھ منھ
ة  خارج الأنظمة الحیة، ات من المصادر الھام د الفطری تع

واع  م الأن ن أھ ات وم اج الإنزیم ةلإنت ذا  المدروس ي ھ ف
 Aspergillus niger)  (Bhargav andالمجال فطر 

(Allen,2008)   ن ع م دى واس ي م و ف ذي ینم  pHال
ـتلف ة مخ ة ودرجة الحرارة ویستعمل أوساط غذائی ة محتوی

 ,URaoandUma(علـى النـشا كمصـدر وحید للكاربون 
ي ). 2007 ة ف ات المھم تعد عملیة إنتاج الانزیم من العملی

بعض  تخدامھا ل ك باس ي وذل وث البیئ ى التل اء عل القض
ة ة للبیئ ة الملوث ات النباتی ض المخلف ادة  وبع ات كم النبات

ي یمكن استغلا واع  الت لھا أساس في الإنتاج ومن ھذه الأن
مبلان  ات  الش ات نب ال مخلف ذا المج ي ھ ف

Ceratophyllum demersum   مخلفات نبات البرسیم،
Medicago sativa     ة بن الحنط  ). Triticum(، ت

ي  ات الت ل الانزیم ا من أوائ ة للنش ات المحلل ر الانزیم تعتب
و  ریعة النم ا س ا  لكونھ ي إنتاجھ ات ف تخدمت الفطری اس

اط  ى أوس و عل ن ان تنم ةویمك ادر رخیص وي مص  تح
ة  ي البیئ وفرة ف رون  Ellaiah(ومت ي )  2002، وآخ وھ

ن  اتم ة الإنزیم ارج الخلی رز خ ي تف ل . الت ة تحل ان عملی
تخدام  ا باس زیمالنش ة   أن الطرق الحیوی تج ب ز المن الامیلی

ة، الطرق الكیمیاوی ة ب  طریقة كفوءه ورخیصة الثمن مقارن
ر  اطة الفط ا بوس ل النش بة تحل ا ان نس ي علم  %٨٠ھ

)Francis  2003 ،وآخرون(.  
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  :المواد وطرائق العمل
  

من مناطق مختلفة من مدینة  عینة تربة ٦٠جمعت 
 الرمادي لغرض إجراء عملیة العزل تراوح وزن العینة 

سم من سطح التربة من عمق  ٢ إزالةكغم بعد   1.0-0.5
ولغرض العزل استعملت طریقة العد . سم )٢٥–0(

سلسـلة  أجریتفقد    Plate count method بالأطباق
) 5-١٠ 410- , , -٣١٠, 2-١٠ , -١١٠(من التخافیــف 

لعینات الــتربة في المـاء المقـطر المـعقم وزرعـت 
مللتر من  ١اذ نشر  ،)  410- , 510-( التخافیف 

 dextroseالتخافیف  في إطباق بتري المعقمة على وسط 
agar  Patato )PDA  (  وبثلاث مكررات لكل تخفیف

أیام بعدھا  ٤ولمدة  م ٣٠ودرجة حرارة  ٥.٠ pHفي
اختیرت المستعمرات التي تنطبق صفاتھا المظھریة مع 
الصفات المظھریة العامة للفطر ثم أعیدت تنقیة العزلات 
التي حصل علیھا بأعادة زراعتھا بعدة نقلات على وسط 

PDA  لات محللة للنشا ولغرض التأكد من كون ھذه العز
فقد أعید زراعة العزلات المنقاة على وسط اكار النشا 

سم في مركز الطبق وبعد  ١الصلب داخل دائرة قطرھا 
مدة الحضن كشف عن صفة تحلل النشا بغمر الوسط 
بمحلول الیود وقیاس قطر المنطقة الشفافة حول 
المستعمرات بعد ازالة الیود من الطبق 

)Yeohandو,Allen٤٥وقد تم الحصول على  ) ١٩٨٥ 
شخصت العزلة  .عزلة فطریة منتجة لانزیم الامیلیز

المعزولة من التربة اعتمادا على   A.nigerالمنتخبة 
مفاتیح التصنیف والتشخیص الواردة في المصادر الآتیة 

 للتعرف على العــزلة على مــستوى  الجـنس والنوع
)Barron  1983، واخرون .(Barnate,1960) (ت وتم

الاستعانة بالمختصین في تصنیف الفطریات في كلیة 
جامعة الانبار لتصنیف العزلة وشملت  - الزراعة 
 Culturalالمزرعیة  الخواص -:الفحوصات

Characteristics   اذ فحص نمو العـزلة النـــــــامیة
 ، Agar  s- Dox دوكس–ابكجعلـى وسطــي 

Czapek  ومستخلص الشعیرMalt extract   وسجل
 ٨و ,٦ ,٤قطر المستعمرة ولونـھا وطـبیعة نموھا في 

 Microscopicاما فیما یخص الخواص المجھریة .ایام
Characteristics    فقد استعمل محلول اللاكتوفینول

بتحضیر شرائح زجاجیة من المستعمرات الفطریة 
وفحصت الشریحة تحت عدسة المجھر واستعمال 

ت تشعبات خیوط الفطر الشریحة المایكرومیتریة وسجل
وحواملھا ولونھا وأبعادھا   اشكال الكونیدیا وابعاده،

 –التمیز  –شكلھا   Strigmat،أشكال الابواغ وابعادھا،
اما فیما . الأبعاد –شكلھا  Vesicalالأبعاد  والحویصلة 

 Biochemical Testیتعلق بالاختبارات  الكیموحیویة 
فطریة بمحلول فقد استخلص الغزل الفطري للعزلة ال

او محلول الكلوروفورم % ٨٠الكحول البیوتیلي بتركیز 
ثم عرض المستخلص للأشعة فوق % ١٠٠بتركیز 

البنفسجیة ولوحظ وجود انعكاس بلون ازرق غامق او 
 (Kenneth اصفر متــألق من المستخلص او عدمــھ

  .)١٩٦٠، واخرون
  

  

  :النتائج والمناقشة
 

أظھرت نتائج الصفات الزرعیة والمجھریة للعزلة 
الفطریة المنتخبة باستعمال مجھر التشریح والمجھر 
الضوئي للشرائح المحضرة منھا،تمیزت المستعمرات 

علـى Agar  s- Dox ، Czapekالنامیة على وسـط
سم  مع وجود  ٨.٠ایام بقطر ٤لمدة  ٠م ٣٠درجة حرارة 

رة وتمیزت بغزلھا شاحب بني في مركز المستعم صفرا
المقسمة بجدر عرضیة بقطر )  ( Myceliumالفطري 

ن، شفافة مغمور جزء منھا في ومایكر  ٣٠- ٢٥بین 
ناعم ) Conidiphores(وظھر حامل الكونیدیا . الوسط 

 -٢.٠شفاف نصفھ العلوي مظلل بسواد بطول یتراوح 
مایكرون یحمل في نھایتھ تركیب   18-20ملم وقطر ٢.٥

-٢٠بطول   Vesical اني یدعى الحوصلة وعائي اسطو
مایكرون بلون اصفر شاحب  ٨.٠مایكرون وقطر   ٦٠

منھا  Sterigma،ترتب علیھ سلسلتین من تراكیب تدعى 
مایكرون كانت  ٥.٠مایكرون وقطر 20-30اولیة بطول 

بشكل صفائح في مرحلة النضج وذات لون بني مبرقش 
نھا سلاسل أما الثانویة غیر ممیزة  تتفرع م. بسواد

سوداء كربونیة بنیة في العمق ) Conidia(كونیـدیا 
ً إلى أقـسام متعامدة بـــطول    600-700محززة طولیا

اما مستعمراتھا النامیة . مایكرون ٨-٥مایكرون وقطر 
 Malt Extractعلى وسط مستخلص الشعیر الصلب 

Agar   فقد تمیزت  ،ایام ٤م ولمدة  ٣٠بدرجة حرارة
سم الا ان  ٨.٠بلغ معدل قطر المستعمرة بنمو سریع اذ 

عزلھا الفطري المقسم بحواجز عرضیة قطرھا تراوح 
مایكرون وظھور حامل الكونیدیا القصیر  ٢٠-١٨بین 

مایكرون اغلبھ مبرقش  ٥.٠ملم وقطر  ١.٤-١.٢بطول 
بسواد ینتھي بتركیب وعائي بلون اصفر كبدي بطول 

لیھ صفان ترتب ع. مایكرون ١٠مایكرون وقطر  ٦٠- ٥٠
 ١٨الاولیة ممیزة بطول  Sterigmaمن تراكیب 

مایكرون بنیة مبرقشة تفرع منھا  ٥.٠مایكرون وقطر 
ً بشكل متعامد بطول  رؤوس كثیرة سوداء محززة طولیا

اما مستخلص . مایكرون ٥.٠مایكرون وقطر  ٥٠٠
غزلھما الفطري بمحلول الكحول البیوتیلي ذو تركیز 

فقد أظھر %  ١٠٠بتـركیز  ومحلـول الكـلوروفورم% ٨٠
ً عند  ً اصفر شاحبا ً ومتألقا ً ازرق غامقا ً متألقا انعكاسا

. التعرض للاشعة فوق البنفسجیة للمحلولین على التوالي 
وقد تبین ان ھذه العزلات تنتمي الى صف الفطریات 

وانھا تعود لجنس  Deuteromycetesالناقصة 
Aspergillus sp  وعد ھذا الجنس من نوعA.niger  

ً اذ یستخدم لانتاج البروتین احادي  والذي یعد مھم اقتصادیا
ً عن كونھ من الفطریات  الخلیة بكمیات كبیرة فضلا

المخلفات العضویة المختلفة والمنتخب  الأساسیة في تحلیل
النتائج  تبین.في التجارب المنفذة خلال ھذا البحث

وجود فروق معنویة عند ) ١- الشكل(الموضحة في 
وقد تبین ان أفضل . استخدام أرقام ھیدروجینیة مختلفة

إذ بلغ قطر  ٥.٠لإنتاج  pHالأنزیم كان رقم ھیدروجیني 
 سم إذ یؤثر الرقم الھیدروجیني في ٨.٠المنطقة الشفافة 

الأنزیم من خلال ثاثیره على مكونات عملیة إنتاج 
، واخرون Salas( ــط وبالتالي تغــــیر صفاتھالوســـ
٢٠٠٦(.  
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ھ تتفق ھذه النتائج ، واخرون Salas( مع ما توصل الی
د   ) 2006 دفق ل أن أك اج أفض زیم إنت د  للإن ان عن ك

pHوكذلك  ٥.٠ )Oshoma فقد حصل  )2010 وآخرون
ى  لعل اج أفض ـد  إنت ا  .pH٥.٠ عن   Bhargav( أم

رون د  2008) ,، وآخ اج  عن ل انت ى افض لا عل د حص فق
pH 6.0 تخدام فط ار . A. oryzaرباس د اش  وق

)Bhargav رون ي  )2008، واخ تلاف ف ى ان الاخ ال
اج  ة الإنت ي عملی ا ف لبا وایجاب ؤثر س . الرقم الھیدروجیني ی

كل ي الش حة ف ائج الموض رت النت روق  ٢،أظھ ود ف وج

زیممعنویة في الكمیات المنتجة من  درجات  باستخدام الأن
اج  حرارة مختلفة فقد كانت أفضل درجة حرارة لأفضل إنت

سم وقد یعزى  ٨.٠نطقة الشفافة فقد بلغ قطر الم م٣٠ھي 
بزیادة درجة الحرارة الى حد معین من  الإنتاجسبب زیادة 

ا  خلال تأثیرھا في زیادة سرعة التفاعلات داخل الخلیة، أم
د  ى  فق ؤدي ال د ی زیادة درجة الحرارة الى أكثر من ذلك فق

ھ  ة(الانزیم لفعالیتة نتیجة لتحلل مكونات ) الأحماض الامینی
ة  الى الوحدات ةالثانویة وبالتالي فقدان الفعالی ھ الأنزیمی   إلی

) Salas 2006 ,، وآخرون(.     

  
  

ھ  ل إلی ا توص ع م ائج م ذه النت ق ھ رون Salas(تتف   وآخ
ة )  ٢٠٠٦ تخدام درج اج باس ل إنت ى أفض لوا عل د حص فق

رارة  ل   ،م ٣٠ح ا حص رون (Oshomaبینم  وآخ
رارة ) ٢٠١٠ ة ح د درج اج عن ل إنت ى أفض  م ٤٠عل

ـمال د اشار .   A.  nigerفطر  باستعــ  و Ugwa (وق
Odo  رون اج ان ) ٢٠٠٨وآخ رارة  لإنت ة ح ل درج أفض

ؤدي  م٣٥الأنزیم  ك ی وبزیادة درجة الحرارة أعلى من ذل
  . إلى نقص الإنتاج 

ا  رت  كم كل أظھ روق  ٣ الش ود ف ة وج ائج الدراس نت
م  معنویة باستخدام أنواع مختلفة من مصادر الكربون فقد ت
ة مصادر  اج باستخدام أربع ى الإنت اختبار كفاءة الفطر عل

بن  مخلفات الشمبلان، النشا،(كربونیة  مخلفات البرسیم،  ت
ي )  الحنطة وني استخدم ف وقد تبین ان أفضل مصدر كرب

الدراسة  ھو  الشمبلان فقد أعطى أفضل إنتاج اذ بلغ قطر 
فافة  ة الش د  ٨.٠المنطق م عن رارة  pH  5.0س ة ح ودرج

  .م ٣٠

  
  
  

٠
١
٢
٣
٤
٥
٦
٧
٨

٤ ٥ ٦ ٧
  )م(الحرارة  درجةتأثیر 

  Aspergillus niger تأثیر درجة الحرارة على إنتاج أنزیم الامیلیز الانزیم باستخدام عزلة: ٢-شكل
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  الهیدروجیني الرقم

  Aspergillus nigerعزلة  باستخدامالامیلیز   أنزیم إنتاجتأثیر قیم الرقم الھیدروجیني على : ١-شكل
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و  (Ugwa تتفق ھذه النتائج مع ما توصل إلیھ
,Odoفقد استخدم مخلفات نبات الذرة الصفراء  )٢٠٠٨

Zea mays    وحصلوا على أفضل انتاج في حین استخدم
البطاطا الحلوة، نبات  البطاطا،( النباتــات ٨جذور بعض

وحصلوا على ) اكلیل الجبل وھو من النباتات العشبیة
أفضل إنتاج للإنزیم باستخدام جذور نبات اكلیل الجبل 

Rosmarinus officinalis .  في  حیـــن حصل كل من
1984,Watson)( ،)Effiuvwewere وAkoma 

(1995,. 

 Abu)على أفضل إنتاج باستخدام  ,2005)واخرون
اما فیما یخص  .Soraghumمخلفات الذرة البیضاء 

النتائج وجود فروق  أظھرتتركیز المصدر الكربوني فقد 
اكیز مختلفة للمصدر باستخدام تر الإنتاجمعنویة في 

عند استخدام تركیز  إنتاج أفضلالكربوني وقد كان 
بینما اقل   سم ٨.٠وكان قطر المنطقة الشفافة % ١.٥

%  ٢وتركیز %  ٠.٥انتاج كان عند استخدام تركیز 
  .  للمنطقة الشفافة  بالتتابع  ،سم ٧.٥سم  ٧.٣بقطر 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ھ ل الی ا توص ع م ائج م ذه النت ق ھ   تتف
)Watson,1984(  اج أفضلفقد حصل على باستخدام  إنت

 و Effiuvwewere ( ،كل من أكدبینما    .١.٥%تركیز 
Akoma.١٩٩٥(، )Abu  رون لان و )٢٠٠٦وآخ  أفض
ز  اجتركی در  .١.٠% للإنت ص المص ا یخ ا فیم أم

افة  د إض ي فیع اتالنتروجین  المركب

اجالى وسط  النتروجینیة  ات الضروریة  الإنت د المتطلب اح
ات ة كالبروتین ة،  لبناء المكونات الخلوی والأحماض النووی

ائج ان  ت النت د بین لفق ي  أفض در نتروجین اجمص  لإنت
غ قطر )  yeast extract(خلاصة الخمیرة  الأنزیم د بل فق

فافة  ل  ٨.٠المنطقة الش ھولة تحل ى س ذا ال ود ھ د یع سم وق
  .واستھلاك ھذه المادة من قبل الفطر قید الدراسة
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  الكربوني تركیز المصدر
   Aspergillus  niger   LSD   Cons = 0.1538تأثیر تركیز المصدر الكربوني على إنتاج انزیم الامیلیز بأستخدام عزلة : ٤- شكل 
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تبن  برسیم شمبلان    نشأ 
  نوع المصدر الكربوني

  Aspergillus niger LSD Carbon  =0.3695 عزلة  باستخدامتأثیر نوع المصدر الكربوني على إنتاج انزیم الامیلیز : ٣- شكل 
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ا  ع م ائج م ذه النت ق ھ دهتتف                                       أك

 Oshoma) رون ى  )٢٠١٠، واخ ل عل د حص فق
ل  ان اق ا ك رة بینم ة الخمی افضل انتاج باستخدام خلاص

  كما اكد.  انتاج عند استخدام  نترات الصودیوم
Narasimha) رون ة ) ٢٠٠٦, وآخ ان خلاص

  .مقارنة بالببتون إنتاج أفضلالخمیرة تعطي 
ق ب ا یتعل ا فیم ائج ام رت النت د اظھ ن فق دة الحض م

ة  ي كمی ة ف روق معنوی ود ف اجوج ة   الإنت د تنمی فعن
روف  ث الظ ن حی ة م ناعیة ملائم ة ص ي بیئ ا ف الخلای
ة  ا الحی ر من الخلای فسوف ینتج في تلك البیئة عدد كبی

ا، امھا وتكاثرھ ة لانقس دد نتیج ة او ع ى كثاف ان اعل

ارتمي  و اللوغ ور النم ي ط تج ف ة ین ا الحی ان  .للخلای
ل اج أفض زیم إنت ن للإن دة الحض ي م ان ف د ك               فق

ام ٨ فافة  أی ة الش ر المنطق غ قط د بل ا  ٨.٠فق م كم س
ي  كل(موضح ف ن   )٦-الش دة الحض ادة م ا زی رام  أكث

ا یعود السبب وربم الإنتاجمن ذلك یؤدي الى انخفاض 
الى تراكم المواد الایضیة  للفطر ونفاذ مكونات الوسط 

ع . )  ١٩٨٤،   (Watsonالغذائي ائج م ذه النت ق ھ تتف
ھما توصل  د  )٢٠٠٧، وآخرون Prakasham  إلی فق

دة حضن  لأفضحصلوا على  د م اج بع ام ٨إنت ا ، أی أم
)Sivaramakrishnan,2006 ( د ان د اك ام  ٥فق أی

  .إنتاج  أفضلمدة حضن تكون الأفضل لإعطاء 
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  نترات                      كبریتات                    خلاصة                                                                          
  الصودیوم                    الخمیرة                   الامونیوم                                                                        

  

  تركیز المصدر الكربوني
  Aspergillus niger LSD   N=0.3052  عزلة باستخدامالامیلیز  أنزیمتأثیر نوع المصدر النتروجیني على إنتاج  : ٥-شكل
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٤ ٦ ٨ ١٠
  تركیز المصدر الكربوني

   Aspergillus niger LSD   Time   = 0.765عزلة  باستخدامالامیلیز  أنزیمتأثیر مدة الحضن على إنتاج : ٦-شكل
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