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باستخدام منهجية سطوح  Trichoderma virideالشروط المثلى لإنتاج إنزيم الكزيليناز من الفطر 
 الاستجابة

 د.نسرين نقشو****             **                  د.شيم سليمان*** د.رامز محمدأ.    سماهر صقور*        
(2222تموز  24،القبول:2222نيسان  22)الإيداع:  

 :الملخص
     

يعد إنزيم الكزيليناز من الإنزيمات التي تتميز بتطبيقات صناعية مختلفة وأهمها الوقود الحيوي، الأعلاف، الصناعات 
 Trichodermaلإنتاج إنزيم الكزيليناز من الفطر )الغذائية، الورق، ولذلك هدف هذا البحث إلى تحديد الشروط المثلى 

viride(باستخدام تقنية سطوح الاستجابة، وقرون نبات الغاف كوسط غذائي )Prosopis juliflora.) 
تمَّ استخدام التصميم المركب المركزي للتحقق من تأثير أربعة متغيرات مستقلة في عامل الاستجابة وهو فعالية إنتاج إنزيم 

، تركيز قرون نبات الغاف)%(، تركيز السكروز )كأفضل مصدر pHالكزيليناز، والمتغيرات هي رقم الحموضة 
جارب نتروجين()%(، اختيرت القيم الفعلية بناءً على نتائج التللكربون()%(، تركيز مستخلص الخميرة )كأفضل مصدر لل

الأولية واختبرت المتغيرات المستقلة على ثلاث مستويات. تمَّ توقع نتائج الاستجابة من خلال استخدام نموذج متعدد الحدود 
 من الدرجة الثانية.

ظهرت نتائج الدراسة شروط الإنتاج المثالية  أظهر تحليل الانحدار أن  الانحرافات قد فسرت من خلال النموذج، حيث أ
، تركيز مستخلص %0.3، تركيز السكروز %4.6، وتركيز قرون نبات الغاف 6.5يساوي  pHلإنزيم الكزيليناز هي رقم 

، وقد تمَّ إنتاج إنزيم الكزيليناز تحت الشروط المثالية المتوقعة وذلك للتحقق من صلاحية النموذج وكانت %0.4الخميرة 
. لقد دلَّ تطابق النتائج التجريبية مع القيم النظرية المتوقعة على أن  النموذج المستخدم ملائم وأن  mL/UI 122.9تائج الن

 منهجية سطوح الاستجابة في تحديد الشروط المثلى للإنتاج كانت ناجحة.

 
 ز.، شروط إنتاج الكزيلينا، إنزيم الكزيلينازTrichoderma virid :الكلمات المفتاحية
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Determining Optimum Conditions for production of xylanase From 
Trichoderma viride Using Response Surface Methodology 

Samaher sakkour*   Dr.Ramez Mohammad**   Dr.Sheiam Sulaeman***     Nesrin Naksho**** 
(Received:26 April 2022,Accepted:21 July 2022) 

Abstract: 
The xylanase is one of the enzymes that is characterized by various industrial applications, 
the most important of which are biofuels, feed, food industries, and paper. In this study, the 
optimal conditions for the production of xylanase by (Trichoderma viride) using response 
surface methodology, and using pods an agricultural, tree could Ghaf (Prosopis juliflora), A 
Central Composite Design was used to investigate the effects of four independent variables: 
pH, concentration pods (w/v %), concentration sucrose(%),concentration  yeast extract(%), 
on the response factor, xylanase activity (UI/mL), The independent variables were at three 
levels and their actual values selected on the basis of preliminary experimental results. A 
second-order polynomial model was used for predicting the response. 
Regression analysis showed that the variation was explained by the model. The optimal 
conditions for xylanase activity were found to be pH=6.5, concentration pods  4.6 (w/v %), 
concentration sucrose 0.3(%),concentration  yeast extract 0.4(%), Under the optimum 
conditions the corresponding predicted response value for xylanase activity was 122.9 
UI/mL.  
The good agreement between predicted and experimental values indicated suitability of the 
model employed and the response surface methodology in optimizing the xylanase activity 
was successful. 

    
Keywords: xylanase, Trichoderma viride, Optimum production of xylanase. 
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 المقدمة: -4
( المكون الرئيسي xylanإن الكزيليناز من الإنزيمات التي تتوسط عملية التحلل المائي للكزيلان، حيث يعتبر الكزيلان )

(، كما 2211وزملاؤه ، Irfanا النباتية )للهيميسيللوز الذي يحتل المرتبة الثانية بعد السيللوز من حيث وجوده في جدر الخلاي
(، حيث xylanolyticأن عملية التحلل المائي للكزيلان معقدة تتطلب تضافر وتداخل العديد من الإنزيمات المحللة للكزيلان)

ضمن السلسلة الرئيسية للكزيلان وينتج عن عمل هذا  β 1-4تتضمن هذه الإنزيمات إنزيم الكزيليناز الذي يهاجم الرابطة 
 (.2225وزملاؤه،  D-xylose( )Collinsكزيلوز) -Dالإنزيم تحرر سكر 

( أن  إنتاج الكزيليناز يتم من قبل العديد من الكائنات 2211وزملاؤه ) Pirota( و2221وزملاؤه )  (Battanحيث وجد 
 solid and submergedالخمائر عن طريق التخمرات الصلبة والمغمورة)الحية الدقيقة مثل الجراثيم، والفطريات، و 

fermentation  وقد وضح ،)Jurgen و) Holke2225 أن إنتاج الكزيليناز من الميكروبات يعد من الطرائق المهمة )
نزيمات الناتجة، نسبيًا من الإوالمستخدمة لإنتاج الإنزيمات بسبب العديد من المزايا أهمها الإنتاجية العالية، والتركيز المرتفع 

( أن  فطريات العفن من أكثر الكائنات الحية الدقيقة 2221(وزملاؤه  Latifإضافة إلى انخفاض تكلفة معدات التخمير وذكر 
م، كما تبين أن  العديد من العوامل تؤثر في إنتاج °12-12استخداماً في إنتاج الكزيليناز وذلك ضمن مجال حراري ما بين 

يمات من الميكروبات أهمها اختيار البيئة المناسبة وطريقة معالجتها قبل البدء بعملية التخمير والنشاط المائي للوسط الإنز 
 Walia، وقد أشار (Pandey ،2223) الغذائي، وكذلك نوع الميكروب المستخدم، وتركيز المعلق البوغي، ودرجة الحرارة

بر من أهم الأجناس الفطرية ذات الإنتاجية المرتفعة لإنزيمات الحلمهة يعت Trichodermaجنس ( إلى أن 2212وزملاؤه )
(hydrolase enzyme،خصوصاً الكزيليناز )  وتعددت الدراسات التي أشارت إلى إنتاج الكزيليناز من أنواع مختلفة تابعة

علماً أن الأنواع التابعة لهذا الجنس تقوم بإفراز كل من الكزيليناز والسيللولاز في آن واحد  .Trichoderma sppللجنس 
 (.2211وزملاؤه،  Jun ؛ Wu ،2212و Juturuخلال العديد من التخمرات )

بوهيدرات ر إن النفايات والمخلفات الناتجة من الزراعة والصناعات المختلفة والتي تتراكم بمعدل مرتفع هي ذات عالي من الك
 Longoوالمواد المغذية الأخرى يمكن الاستفادة منها كوسط غذائي لإنتاج المواد الكيميائية والإنزيمات عن طريق التخمرات )

( إلى تزايد الاهتمام بهذه المخلفات 2211وزملاؤه ) Zhang(، وقد أشار )2211وزملاؤه،Anwar ؛Sanromán،2221 و
ء عملية التحلل المائي للسكريات المتعددة باستخدام الأحماض والقلويات مكلف من جهة ومن في الآونة الأخيرة، إلا أن  إجرا

جهة أخرى توجد مشكلة في كيفية التخلص من الأحماض والقلويات المضافة، لذلك فإن إجراء عملية التحلل باستخدام 
 الإنزيمات أفضل. 

 لال عملية التخمر بأوساط من مخلفات زراعية وذلك بهدف تخفيضوتتجه الدراسات الحالية إلى استبدال الأوساط الصناعية خ
،  نظراً للأسباب السابقة (2212وزملاؤه،  Lo ؛ Manivannan ،2211و Narendhirakannan) تكلفة إنتاج الإنزيم

الدراسات ( كوسط غذائي لإنتاج الكزيليناز وفق Prosopis julifloraالذكر فقد تم  اعتماد قرون نبات الغاف البقولي )
 (.2211وزملاؤه، Ramasamyالمرجعية )

 Response Surfaceتزايد الاهتمام حالياً في التحاليل الإحصائية باستخدام منهجية سطوح الاستجابة )
Methodology()RSM في تحديد تأثير تفاعل عدة متغيرات، فقد كانت الدراسات حول تأثير كل عامل بشكل منفصل )

رى وهذا لا يعطي نتيجة دقيقة، في حين أن استخدام منهجية سطوح الاستجابة  تعطي نتائج دقيقة عن تأثير العوامل الأخ
لتحديد مدى استجابة وتأثر إنتاج إنزيم الكزيليناز بالعديد من العوامل أهمها مصدر النتروجين والكربون، ودرجة الحرارة، و 

 .(2215وزملاؤه،  Srikanth ؛ 2211 وزملاؤه، Kanagaوفق الدراسات المرجعية ) pHدرجة الحموضة 
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يتم استخدام الكزيليناز في علف الحيوانات، وصناعة العصائر، وتحسين الخصائص الفيزيائية والحسية والريولوجية للعجين 
(، ويعد إنزيم الكزيليناز من الإنزيمات التي تتميز بتطبيقات صناعية مختلفة 2211وزملاؤه، Buthelezi )والخبز الناتج 

أهمها الوقود الحيوي، الصناعات الغذائية، والورق، ونظراً لعدم وجود دراسة في سورية تتعلق بإنتاج الإنزيم باستخدام المخلفات 
الزراعية بهدف تخفيض تكلفة إنتاج الإنزيم فقد هدف البحث إلى تحديد الشروط المثلى لإنتاج إنزيم الكزيليناز من الفطر 

Trichoderma viride باستخدا( م تقنية سطوح الاستجابة، وقرون نبات الغافProsopis juliflora.كوسط غذائي ) 
 مواد البحث وطرائقه: -2

( من المحيط الجذري Trichoderma virideتم الحصول على عزلات الفطر )الحصول على العزلات الفطرية:  -4
غ من عينة التربة وجففت بطريقة 0.5(، حيث تم  أخذ سم12-5على عمق ) Olea europaeaلشجرة الزيتون 

سم( يحتوي على 9التجفيف الطبيعي في الظل، وتم  طحنها ثم نثرها على سطح طبق بتري بلاستيكي قطر )
والمضاف له المضاد الحيوي أمبيسيلين لتفادي  PDA (Potato –Dextrose Agar)مل( من الوسط الغذائي 25)

م( لمدة أسبوع، وسجلت الخصائص المزرعية بعد °25±2حرارة ) نمو الجراثيم، وتم  تحضين الأطباق عند درجة
 (.2221وزملاؤه، Walterمرور سبعة أيام من التحضين )

تم تحضير المعلق البوغي من مستعمرات متبوغة على أطباق بتري، حيث غمرت تحضير المعلق البوغي:  -2
وتركت الأطباق مغطاة لمدة لا  Tween-80 (0.1%،)مل( الممزوج مع  من  22المستعمرات بالماء المقطر )

 (.Girija،2229 و Venkateshتقل عن ساعة حتى تتحرر الأبواغ، ثم ضبط تركيز المعلق بوساطة شريحة العد)
( المزروع في حديقة كلية الزراعة بجامعة Prosopis julifloraتم  جمع قرون نبات الغاف)تحضير المادة الغذائية:  -3

 125لظل، ثم  طحنت القرون بمطحنة مخبرية بحيث يصبح قطرها تشرين، وجففت بشكل طبيعي في ا
 .(2211وزملاؤه، Ramasamyميكرون)

مل والتي  252بوغ/مل( إلى دوارق مخروطية سعة  510مل( ذو التركيز)1أضيف المعلق البوغي)إنتاج الإنزيم:  -1
ربونات الكالسيوم غ( من ك 1غ/ل( من قرون نبات الغاف، و) 32مل من وسط معقم فيها) 122تحوي على  

دورة/دقيقة( ولمدة  152، ثم وضعت الدوارق في حاضنة هزازة بسرعة دوران)6.5عند  pHوضبط رقم الحموضة 
مئوية( . وبعد انقضاء فترة التخمر أجريت عملية الترشيح لمحتوى كل  °م 32ساعة( عند درجة الحرارة ) 122)

دقائق( وذلك وفق ما أشار  12( لمدة)rpmدروة()12222)دورق، وأخذ الراشح لإجراء عملية طرد مركزي بسرعة 
 (.2212وزملاؤه،) Jampalaإليه 

( وذلك لقياس 2تم  تحضير سلسلة معيارية من سكر الكزيلوز كما هو موضح في الشكل )قياس فعالية الإنزيم:  -1
 0.5فعالية إنزيم الكزيليناز حيث ينتج عن عمل إنزيم الكزيليناز سكر الكزيلوز، ثم تم  قياس فعالية الإنزيم بإضافة 

عند  pHط رقم الحموضة ضب(، ثمَ M 0.05مل من محلول السترات الموقي )1مل من المستخلص الإنزيمي إلى
وزن من الركيزة/حجم ماء مقطر( ،  %1ذي تركيز ) birchwoodمل من محلول الركيزة  0.5، وخلطت مع 4.8

مل من حمض ثنائي نترو سالسيليك  2دقيقة، وأضيف بعدها 32( لمدة °م 52ثم وضعت في حمام مائي )
(dinitrosalicylic acid()DNS المحضر بطريقة )Miller(،1959) ، ثم وضع المزيج في حمام مائي عند درجة

نانومتر. وبذلك تم  الحصول  512دقائق، ثم تم  قياس الامتصاص الضوئي عند طول الموجة 12لمدة ° م92حرارة 
 (.2212وزملاؤه،) Jampala/ ميليليتر Unitعلى فعالية إنتاج الإنزيم مقدرة بوحدة الإنزيم

في البداية تحديد وسط إنتاج إنزيم الكزيليناز باستخدام أربعة  عوامل  تمَّ تحديد الشروط  المثالية للاستخلاص:   -2
(، C)(yeast extractوتركيز مستخلص الخميرة )(، B) وتركيز قرون نبات الغافpH (A ،)هي رقم الحموضة 
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(،وتم  اختبارعدة مستويات لهذه العوامل حيث تمَّ تحديد هذه المستويات من خلال sucrose( )Dوتركيز السكروز)
، 6.5، 1، 5.5، 5الأفضل تم استخدام التراكيز الآتية  pHتجارب أولية أجريت، حيث أنه لاختيار رقم الحموضة 

، 1، 3، 2، 1فة هي: ، ولتحديد التركيز المناسب من قرون نبات الغاف تمَّ تطبيق تراكيز مختل8.5، 1، 7.5، 2
أفضل مصدر للكربون باستخدام المواد الآتية: الغلوكوز، والفركتوز، والسكروز، والمالتوز، ،، وتمَّ تحديد 1%، 5

كما تم (، v/w) %0.4، حيث تمت إضافتها إلى وسط التخمر بنسبةCMCواللاكتوز، وكربوكسي ميتيل السيللوز 
مواد الآتية:  ببتون، ومستخلص الخميرة، وكبريتات الأمونيوم، ونترات مصدر للنتروجين: باستخدام ال تحديد أفضل

وفق الدراسة  (v/w) % 0.4حيث تمت إضافتها إلى وسط التخمر بنسبة البوتاسيوم، والكازئين، وكلوريد الأمونيوم،
  (.2212وزملاؤه، Jampalaالمرجعية )

ولية استخدمت أفضل القيم الناتجة من أجل بعد إجراء التجارب الأ :Experimental designتصميم التجربة  -2
الذي   Central Composite Designتحديد أفضل شروط الاستخلاص باستخدام التصميم المركب المركزي 

تجربة تتوزع فيها العوامل بشكل عشوائي بمعدل ثلاثة مكررات للنقاط التجريبية. إنَّ المتغيرات  21يتضمن إجراء 
( )% B(، والعامل الثاني تركيز قرون نبات الغاف )pH (Aامل الأول رقم الحموضة الأربعة المدروسة هي: الع

()% نسبة مئوية( ، والعامل الرابع تركيز مستخلص الخميرة C) تركيز السكروزنسبة مئوية(، والعامل الثالث 
(Dبينما عامل الاستجابة فهو فعالية إنتاج إنزيم الكزيليناز حيث تمَّ ا ،)وحدة بالقيم  لتعبير عن()% نسبة مئوية

 (.2211وزملاؤه، UI/mL( )Kanagaالإنزيم)
  design expert ver. 9. (Stat Ease, USA)تم استخدام برمجيات: Data analysisتحليل البيانات  -1

لتحليل الانحدار لسطوح الاستجابة بيانات التجربة حيث وافقت بيانات التجربة نموذج متعدد الحدود من الدرجة 
واختبار نقص  2Rالثانية. إنَ مدى ملاءمة معادلة النموذج من الدرجة الثانية تظهر من خلال تحديد معامل التحديد 

 . Fالمطابقة من خلال الفحص باختبار
الارتباط ويشير إلى مدى تطابق البيانات بين النتائج الفعلية والقيم المحسوبة من  معامل ( مربع2Rديد )التح يمثل معامل

 خلال النموذج. تم  حساب 
 ( على الشكل الآتي:F)Lack of fitاختبار نقص المطابقة 

 SS(p.e)مجموع مربعات أخطاء النموذج  -1 
 ( sum of squaresمجموع المربعات)SSe حيث أن SS(L.O.F)=SSe-SS(p.e)مجموع مربعات نقص المطابقة -2 

 ( فقد كان وفق الصيغة التالية:Fأما احتساب اختبار نقص المطابقة )
MS(L.O.F)/MS(p.e)  F= حيث أنMS ( تباين المعالجات على تباين الخطأKanaga ،2211وزملاؤه.) 

، وتركيز قرون pHتعتمد الظروف المثالية لإنتاج إنزيم الكزيليناز على رقم الحموضة اختبار موثوقية النموذج:  -1
نبات الغاف، وتركيز مستخلص الخميرة، وتركيز السكروز المتحصل عليها باستخدام معادلات التنبؤ من منهجية 

فعلية والنظرية مقارنة القيم السطوح الاستجابة. تمَّ تحديد فعالية إنتاج الكزيليناز تحت الشروط المثلى للإنتاج ثم 
 لتحديد صلاحية النموذج.

 النتائج والمناقشة:-3
 تعريف النوع الفطري: -3-1
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وتمثلت أهم (، Walter et al., 2006)( اعتماداً على المراجع التصنيفية Trichoderma viride) تم  تحديد هوية الفطر
المستعمرات  ،الزوائد متطاولة وغير متراكمةطويلة ورفيعة، الحوامل الكونيدية الصفات المزرعية والمجهرية للفطر بما يلي: 

ن، ذات جدار خشالأبواغ ذات تفرع غصني، الحوامل الكونيدية ذات لون أخضر مع وجود حوامل متجمعة على شكل عناقيد، 
متحدة المركز، دوائر متداخلة و وغ شكل التبأخضر فاتح، لون بأما السطح العلوي  مخضر لون السطح السفلي للمستعمرة أبيض

تبوغ في اليوم الرابع  من التحضين بشكل خفيف وازداد في اليوم بدأ الكما هو موضح في الشكل،  لون الأبواغ أخضر
أظهرت هذه الدراسة إمكانية استخدام المواد الأولية السيللوزية والمخلفات . فطراللم يتم إنتاج أي صبغة من قبل السادس، و 

الزراعية كأوساط غذائية في عمليات التخمر للحصول على الأنزيمات، حيث تبين أن قرون الغاف وسط جيد لنمو الأنواع 
وزملاؤه،  Taibiع ما ذكره (، ويتناسب م4102وزملاؤه، ) Ramasamyالفطرية المدروسة وهذا يتوافق مع ما أشار إليه 

 ( الذي أشار إلى أن احتواء قرون نبات الغاف على الكزيلان يساعد على تحفيز إنتاج الكزيليناز.4104)

 

 Trichoderma viride :(4)رقم الشكل
ن سكر الكزيلوز موهنا لا بد من الإشارة إلى أن قياس فعالية إنزيم الكزيليناز تمت بالاعتماد على السلسلة العيارية المحضرة 

 (4الموضحة في الشكل )

 

 السلسلة العيارية لسكر الكزيلوز :(2)رقمالشكل 

 Trichodermaالمثالي لإنتاج الكزيليناز من الفطر   pHأن  رقم الحموضة  (3يوضح الشكل ) :pHتأثير درجة ال  -3-2

viride  وحدة إنزيم/ميليليتر(، وهذا يتوافق مع الدراسة التي قام بها  0.040±113.05بفعالية إنزيمية قدرها  6.5هو(

y = 0.8311x + 0.0279

R² = 0.9994
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Fortkamp وKnob( ،4102 بينما يختلف مع ما توصل إليه ،)Goyal ( ،الذي حدد رقم الحموضة 4112وزملاؤه )
 Ninawe)، في حين أشارت العديد من الدراسات إلى انخفاض إنتاج الكزيليناز في الأوساط القلوية 2 -3.3المثالي مابين 

( إلى أن فطريات العفن تفضل 4104وزملاؤه، Ahmed؛ 4113وزملاؤه، Carmonaتشير الدراسات )(. 4112وزملاؤه، 
الأوساط الحامضية للنمو وإنتاج الكزيليناز وتنخفض قدرة الفطريات عموماً على إنتاج الكزيليناز مع ارتفاع رقم الحموضة 

pH ، ويعتبر رقم الحموضةpH  6.5  هذا مناسب في عمليات صناعة الورق(Carmona  ،؛ 4113وزملاؤهAhmed 
 ، التي يتوسطها الكزيليناز والتي تتطلب أوساط حامضية، (4104وزملاؤه، 

 

 على إنتاج إنزيم الكزيليناز pHتأثير رقم الحموضة  :(3)رقم الشكل
( أن  التركيز الأفضل لقرون نبات الغاف 2يبين الشكل ) :تركيز قرون نبات الغاف على إنتاج إنزيم الكزيلينازتأثير  -3-3

وحدة إنزيمية/مل،  0.20±123.63، فقد حقق هذا التركيز فعالية إنتاجية قدرها %2التي تحقق أعلى فعالية لإنتاج الإنزيم هو 
تركيز القرون،  زداد بازديادولوحظ انخفاض في إنتاج الكزيليناز عند التراكيز المنخفضة من قرون نبات الغاف إلا أن الإنتاج ي

ويعود ذلك إلى تأثير نسبة الليغنوسيللوز الموجودة في الوسط الغذائي والتي تعمل على تحفيز الميكروبات على إنتاج الكزيليناز 
يسبب انخفاض كبير في نسبة  %2( ، ولوحظ أن زيادة تركيز قرون نبات الغاف عن 4104وزملاؤه، ) Hodaكما ذكر 

 .(4102وزملاؤه، ) Nathanلوسط مما يسبب انخفاض في إنتاج الكزيليناز وهذا يتفق مع ما توصل إليه الرطوبة في ا

 

 تأثير تركيز قرون نبات الغاف على إنتاج إنزيم الكزيليناز :(4)رقم  الشكل
تمت دراسة تأثير المصدر الكربوني على إنتاج الكزيليناز من خلال استخدام المصادر الآتية:  :مصدر الكربون تأثير  -3-4

( أن جميع مصادر 3الغلوكوز، الفركتوز، السكروز، المالتوز، اللاكتوز، كربوكسي متيل السيللوز، الكزيلوز، يوضح الشكل)
ناز عند باستثناء السكروز حيث كان أعلى إنتاج للكزيلي الكربون التي تمت إضافتها أدت إلى إنتاج الإنزيم بكميات منخفضة

وزملاؤه،  Gautamوحدة إنزيمية/مل، وهذا يتفق مع ذكره  0.081±134.8استخدام السكروز كمصدر للكربون بفعالية قدرها 

جة تختلف مع تي( الذي بينت نتائجه أن  السكروز أفضل مصدر كربوني من أجل زيادة الكتلة الحيوية، إلا أن  هذه الن1122)
( 4112وزملاؤه، ) Goyal( الذي حدد الكزيلوز كأفضل مصدر كربوني، في حين حدد 1122وزملاؤه، ) Irfanما أشار إليه 
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الكزيلان التجاري كأفضل مصدر للكربون، وهنا لابد  من الإشارة إلى أن استخدام المصادر الكربونية النقية يعتبر أمراً مكلفاً 
(، إن عملية إنتاج الإنزيمات من قبل الكائنات الحية الدقيقة 4100وزملاؤه،  Junلتطبيقات الصناعية )اقتصادياً بالنسبة ل

ما الوسط والذي يعتبر المحرض الرئيسي لإنتاج الإنزيمات الخلوية كتعتمد بشكل كبير على المصدر الكربوني المتوفر في 
مت قرون نبات الغاف بدور وسط غذائي لإنتاج الكزيليناز، (، وفي هذه الدراسة قا1112وزملاؤه، ) Kachlishviliأورد 

وكذلك حفزت عملية إنتاج إنزيم  Trichoderma virideإلا أن الإضافة التكميلية من مصادر الكربون حفزت نمو الفطر 
 الكزيليناز. 

 

 تأثير مصدر الكربون على إنتاج إنزيم الكزيليناز :(5)رقم  الشكل

 النتروجين:تأثير مصدر  -3-1
يعد مصدر النتروجين من أهم العناصر الغذائية التي تؤثر في عملية إنتاج الإنزيمات من قبل الفطريات الخيطية 

(Kachlishvili  ،؛ 4112وزملاؤهSun  ،وإضافة مكملات من المصادر النتروجينية إلى الوسط الغذائي 4112وزملاؤه ،)
(، وقد تمت دراسة تأثير مصدر النتروجين على 1112وزملاؤه،  Kapichية )يحفز الفطريات على إنتاج الإنزيمات الخلو 

إنتاج الكزيليناز من خلال استخدام المصادر الآتية: ببتون، ومستخلص الخميرة، وكبريتات الأمونيوم، ونترات البوتاسيوم، 
مصدر خميرة ك(، وقد بينت النتائج أن أعلى إنتاج للكزيليناز عند استخدام مستخلص ال2والكازئين، وكلوريد الأمونيوم الشكل)

( الذي 1122وزملاؤه، Irfanوهذا يختلف مع ما توصل إليه )وحدة إنزيمية/مل.  0.081±122.2للنتروجين بفعالية قدرها 
  ( حدد نترات الصوديوم كأفضل مصدر للنتروجين.4112وزملاؤه، Goyalحدد التربتون كأفضل مصدر كربوني، في حين )

 

 النتتروجين على إنتاج إنزيم الكزيلينازتأثير مصدر :( 6)رقم الشكل
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( تصميم التجربة ونتائج البيانات التجريبية والقيم المتوقعة لفعالية إنتاج إنزيم 1يوضح الجدول ):  تصميم النموذج: -3-2
 ائي بناءً البرنامج الإحص بوساطةوهنا لا بد من الإشارة إلى أن القيم قد تم تحديدها الكزيليناز تحت ظروف إنتاج مختلفة. 

 .على قيم التجارب الأولية
( : تصميم التجربة ونتائج البيانات التجريبية والقيم المتوقعة لفعالية إنتاج الكزيليناز تحت ظروف إنتاج 4)رقمالجدول 

 مختلفة

Run 
Factor 1 
A: pH 

 

Factor 2 
B: substrate 

%(w/v) 

Factor 3 
C: sucrose 

 
%(w/v) 

Factor 4 
D: yeast extract 

%(w/v) 

Response 
Xylanase enzyme 

actual predicte 

1 6 3 0.2 0.25 48.04 42.95 
2 7 3 0.2 0.25 63.9 59.39 
3 6 3 0.2 0.75 49.9 47.23 
4 7 3 0.2 0.75 37.78 45.14 
5 6 3 0.6 0.25 41.57 35.33 
6 7 3 0.6 0.25 51.4 52.46 
7 6 3 0.6 0.75 27.25 34.01 
8 7 3 0.6 0.75 10.8 9.99 
9 6 5 0.2 0.25 49.7 56.92 
10 7 5 0.2 0.25 101.2 93.60 
11 6 5 0.2 0.75 38.6 37.75 
12 7 5 0.2 0.75 43.25 55.90 
13 6 5 0.6 0.25 65.7 57.49 
14 7 5 0.6 0.25 60.5 72.24 
15 6 5 0.6 0.75 21.8 32.72 
16 7 5 0.6 0.75 24.7 28.94 
17 6.5 4 0.4 0.5 115.8 103.52 
18 6.5 2 0.4 0.5 63.9 59.39 
19 6.5 6 0.4 0.5 112.5 118.05 
20 6.5 4 0 0.5 51.6 52.46 
21 6.5 4 0.8 0.5 24.3 17.88 
22 6.5 4 0.4 0 55.3 64.43 
23 6.5 4 0.4 1.00 40.1 25.41 
24 5.5 4 0.4 0.5 8.2 11.39 
25 7.5 4 0.4 0.5 32.8 24.05 
26 6.5 4 0.4 0.5 123.6 118.05 

دول يظهر الجو  ،بشكل كاف التي تمَ الحصول عليها أن النموذج المختار يمثل البيانات  (ANOVA)ظهر تحليل التباين أ
شتتتتتتير  لى وهذا ي 11.58تستتتتتتاو   Fأن قيمة  ويلاحظ، إنزيم الكزيلينازإنتاج لفعالية  ANOVAنتـائج تحليـل التباين  (2)

 إلىتشـــــــــير    p< 0.0001قيمة  أنَّ  ويُلاحظ فقط لحدوث خطأ. %0.01مستتتتتخدم، وهنات احتمال قدرهمعنوية النموذج ال
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ن  أعدم معنوية اختبار نقص المطابقة مما يؤكد على  يلاحظكما ، الإنتاجاختلاف الاســـتجابة المتوقعة عند اختلاف شـــروط 
 .النموذج المستخدم ملائم

 للنموذج المستخدم ANOVAتحليل التباين  :(2) رقم الجدول

p-value 
 

F-value 

 

متوسط مجموع 
 Meanمربعات )

Square) 

درجات 
 الحرية

مجموع 
 المربعات

 مصدر التباين

 Modelالنموذج  22089.62 11 1577.83 11.58 0.0001

 Residualالبواقي  1498.31 11 136.21  

 Lack of Fitنقص المطابقة  1436.70 9 159.63 5.18 0.1722

 Pure Errorخطأ النموذج  61.60 2 30.80  

 Cor Totalالخطأ الكلي  23587.92 25   

0.2251 1.65 225.00 1 225.00  A رقم الpH   

 الخطي
0.0068 11.06 1506.62 1 1506.62 B تركيز قرون نبات الغاف 

0.0049 12.33 1678.91 1 1678.91  C تركيز السكروز 

0.0022 15.69 2137.77 1 2137.77 D تركيز مستخلص الخميرة 

0.1269 2.73 371.52 1 371.52 AB 

المشترك 
 التفاعلي

0.1033 3.16 429.92 1 429.92 AC  

0.1614 2.25 307.10 1 307.10 AD 

0.5176 0.4470 60.88 1 60.88 BC 

0.0821 3.66 498.73 1 498.73 BD 

0.6585 0.2063 28.10 1 28.10 CD 

< 0.0001 80.34 10942.77 1 10942.77 2A 

 التربيعي
0.0183 7.66 1043.50 1 1043.50 2B 

< 0.0001 54.82 7467.43 1 7467.43 2C 

 2Dتركيز قرون نبات الغاف  5813.90 1 5813.90 42.68 0.0001 >
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كان له الأثر الأكبر  الخميرةتركيز مســـــــــتخلص لاحظ أن وي (،2) لفي الجدو  Fقيمة  تحديد أهمية كل معامل من خلال تمَّ 
 ودحدالكثير  نموذجفي انحدار سـطوح الاستجابة المتوقعة ثوابت ل ANOVAظهر تحليل التباين أوقد  .في إنتاج الكزيليناز
بشـــــــكل  معنوية كانت التأثير المشـــــــتركو التربيعية كلا من المؤشـــــــرات الخطية و  أن لفعالية إنتاج الكزيلينازمن الدرجة الثانية 

مرتفعة  2Rقيم  أنَّ نلاحظ ( حيث  3كما يظهر في الجدول ) 2Rة النموذج بواســــــــطة معامل تحديد ءكفاتم تقييم كما  .عالي
معامل الاختلاف  وقد ظهر بأنتشتت  البيانات.  إلى مقدار (CV)معامل الاختلاف  قوي. يشير ارتباط إلى وجودمما يشير 

CV كان ضمن الحد المقبول. للفعالية الإنزيمية  
 لثوابت انحدار سطوح الاستجابة في نموذج كثير حدود من الدرجة الثانية ANOVAتحليل التباين  :(3)رقم الجدول 

 فعالية إنزيم الكزيليناز ثوابت معاملات الانحدار

الانحراف المعياري ± المتوسط   11.67±52.41 

R20.9365 معامل التحديد 

Adjusted R20.8556 معامل التحديد المعدل 

Predicted R2 0.6236 معامل التحديد المتوقع 

C.V. %22.27 التباين 

Adeq precision 12.1897 التذبذب 

 : Analysis of response surfaceتحليل سطوح الاستجابة -3-4
، 9، 1، 2شكال )الأ في العلاقة بين المتغيرات المستقلة والمرتبطة موضحة في تمثيل ثلاثي الأبعاد  لسطوح الاستجابةإن 
، تركيز قرون نبات pH الحموضةإنتاج الكزيليناز )رقم على  أن تأثير جميع العوامل المدروسة تبينحيث ( 12، 11، 12

 .من الدرجة الثانيةالغاف، تركيز السكروز، تركيز مستخلص الخميرة( 

 

 

 فعالية إنتاج إنزيم الكزيليناز على pHتأثير تركيز قرون نبات الغاف ورقم الحموضة :( 4)رقم الشكل
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 على فعالية إنتاج إنزيم الكزيليناز pHتأثير تركيز السكروز ورقم الحموضة  :(1)رقم الشكل

 

 على فعالية إنتاج إنزيم الكزيليناز pHتأثير تركيز مستخلص الخميرة ورقم الحموضة  :(1)رقم الشكل

 

 تأثير تركيز السكروز وتركيز قرون نبات الغاف على فعالية إنتاج إنزيم الكزيليناز : (01)رقم الشكل
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 تأثير تركيز مستخلص الخميرة وتركيز قرون نبات الغاف على فعالية إنتاج إنزيم الكزيليناز :(00)رقم الشكل

  

 إنزيم الكزيلينازفعالية إنتاج  تأثير تركيز مستخلص الخميرة وتركيز السكروز على :(01)رقم الشكل

 :  Analysis of response surface تحليل سطوح الاستجابة
، 9، 1، 2)كالفي الأش العلاقة بين المتغيرات المسـتقلة و المرتبطة موضـحة في تمثيل ثلاثي الأبعاد  لسطوح الاستجابةإن 
، تركيز قرون نبات الغاف، تركيز الســــــــكروز،  pHحيث يتبين بأن تأثير جميع العوامل المدروســــــــة)رقم ال  (12، 11، 12

  .من الدرجة الثانيةإنتاج الكزيليناز على تركيز مستخلص الخميرة( 
  تجارب الموثوقية: 3-1

أظهرت د كما ذكر ســــــابقاً، وق ذجو كفاية النملقيم المتوقعة مما يعزز صــــــلاحية و قريبة من او  ةمقبولن القيم التجريبية كانت إ
 (.13الشكل)موضحة في  ، كما هيلإنزيم الكزيليناز المثالية  الإنتاجشروط  نتائج الدراسة
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 الشروط المثلى المحددة من قبل البرنامج لإنتاج إنزيم الكزيليناز :(01)رقم الشكل

 الاستنتاجات والتوصيات: -4

 .Trichoderma virideتم  عزل وتحديد هوية النوع الفطري وتعريفه وهو  -0

 قابلية الفطر لإنتاج الكزيليناز باستخدام قرون نبات الغاف كوسط غذائي.تم  الكشف عن  -4

 . 6.5وهوالمثالي لإنتاج الكزيليناز  pHتم  تحديد رقم الحموضة  -3

أعلى فعالية إنزيمية. إضافة  %2تمت دراسة تأثير تركيز قرون نبات الغاف على فعالية إنتاج الكزيليناز وقد حقق التركيز  -2
مستخلص الخميرة هو أفضل مصدر للنتروجين في وسط ، و السكروز هو أفضل مصدر للكربون في وسط التخمير أنإلى 

 التخمير.

الحدود من الدرجة  كثيرأن نموذج  response surface methodology (RSM) )  المرتفع للنموذجالارتباط  أظهر -3
 حموضةمن حيث رقم ال ،Trichoderma virideالفطر  منإنتاج إنزيم الكزيليناز  تحديد أفضل شروطفي  ناجحالثانية 

pH ، ي حيث يمكن استخدام سطوح الاستجابة فوتركيز السكروز، وتركيز مستخلص الخميرة تركيز قرون نبات الغاف، و
 pHحموضة لإنزيم الكزيليناز هي رقم ال الإنتاج المثالية شروط إن حيث  العديد من التطبيقات الكيميائية و بفعالية كبيرة.

 .%0.4، وتركيز مستخلص الخميرة %0.3، وتركيز السكروز %4.6وتركيز قرون نبات الغاف ، 6.5يساوي 

جراثيم )خرى أحياء الدقيقة أالكزيليناز من إنزيم متعلقة بدراسة الشروط المثلى لإنتاج بإجراء دراسات مستقبلية يوصى  -2
 وزمن التخمير.درجة الحرارة، و ، الوسط الغذائينوع و العوامل تركيز المعلق البوغي،  (، ومن أهم هذهوفطريات
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