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 :ممخصال
 Rhizomucor mieheiأمثمة ظروؼ إنتاج البروتياز مف عزلة محمية لمفطر ىدؼَ البحث إلى

Response Surface Methodology (RSM ،)تصميـ  تخمر سائؿ باستخداـ في وسط 
، وتركيز pHزمف التخمر، ودرجة الحرارة، ودرجة الػ  وتضمَّف تأثير خمسة عوامؿ ىي:

الجموكوز، وتركيز الكازئيف، وحُدِّدَت القيـ المثمى اعتماداً عمى كمية الأنزيـ المُنتَج وفعاليتو. 
، النشاط النوعي، النشاط الحاؿ (MCA)زيمي، نشاط تخثر الحميب تّـَ قياس المحتوى الأن

 (MCA/PA)النشاط الحاؿ لمبروتيف /، ونسبة نشاط تخثر الحميب(PA)لمبروتيف 
في  لإنتاج الأنزيـتمثَّمت الظروؼ المثمى و لممستخمص الأنزيمي الناتج لتقييـ جودة الأنزيـ. 

ساعة، وضَبط درجة الحموضة  89.94، لمدة C  40.91التحضيف عمى درجة حرارة 
ضافة الجموكوز والكازئيف بالتراكيز 5.99الابتدائية عند  عمى  %1.02، وg/L 39.09، وا 

 3.92التوالي. وقد أعطت عممية التخمر عند الظروؼ آنفة الذكر مستخمصاً أنزيمياً بقيـ 

mg/mL ،1191.18 SU/mL ،303.87 SU/mg ،0.97 PU/mg ،313.27   مف لكؿ 

 الحاؿ لمبروتيف النوعي، النشاط النوعي،التخثر  نشاط الحميب، تخثر نشاط الأنزيمي، ىالمحتو 

 التوالي. عمى ، (MCA/PA)ونسبة
 .RSM ،Rhizomucor mieheiبروتياز، كربوف، نتروجيف،  الكممات المفتاحاة:
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Abstract: 
The research aimed to optimize the conditions of protease production from 

local isolate of Rhizomucor miehei in liquid medium using Response Surface 

Methodology (RSM). The design included the effect of five factors: 

fermentation time, temperature, pH, glucose concentration and casein 

concentration. Their optimal values were determined depending on the 

quantity and activity of the produced enzyme. The protein content, milk 

clotting activity (MCA), specific activity, proteolytic activity (PA) and 

(MCA/PA) ratio of the extracted enzyme were calculated to              

                                                                            

       C                        % for fermentation period, temperature, initial 

pH, glucose, and casein concentration respectively.   

The performed fermentation process under the optimized conditions gave an 

enzymatic extract with the values of 3.92 mg/mL, 1191.18 SU/mL, 303.87 

SU/mg, 0.97 PU/mg, 314.30 for protein content, milk clotting activity, 

specific clotting activity, specific Proteolytic activity, and (MCA/PA) ratio 

respectively. 
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 المقدمة:
تعتبر صناعة الأجباف التطبيؽ الرئيس لمبروتياز في صناعات الألباف، وتتمثَّؿ الوظيفة الأساسية لمبروتياز في البدء بعممية تخثر 

. تُعتبر (Spreer, 2017, 258-259)الحميب، مف خلاؿ الفصؿ السريع وعالي التخصص لمبروتينات الرئيسية لمحميب )الكازئيف( 
لشكؿ الأكثر استخداماً لأنزيمات تخثر الحميب، ويُشكِّؿ الكيموزيف المكوف الأساسي ليا، ويؤدي المحتوى العالي منفحة العجوؿ ا

لمكيموزيف في المنفحة والتخصص الدقيؽ للأنزيـ إلى حممية الجزء الأكبر مف كازئيف كابا دوف الكازئينات الأخرى، ما يحقؽ أقصى 
ت الطعـ المر، كما أفَّ تحميمو اللاحؽ لمخثرة خلاؿ مرحمة الإنضاج يسير ببطء مما يضمف عائد لمخثرة وعدـ ظيور الببتيدات ذا

عطاء الخواص الحسية والريولوجية التقميدية المرغوبة   ,Fox and McSweeney, 2012, 1,7; Law, 2010)عدـ تدىور الخثرة وا 

89-91). 
لرغبة في الحصوؿ عمى المحـ أدى إلى انخفاض العرض عمى المنفحة إفَّ الانخفاض العاـ في عدد العجوؿ المتاحة لمذبح نتيجة ا

 Uniacke-Lowe) وغلاء سعرىا. كما أفَّ الازدياد الممحوظ في إنتاج الأجباف قاد إلى استنفاذ مصادر المنفحة التقميدية المتوفرة

and Fox, 2017, 92; Andrén, 2021, 352) لتغطية الاحتياجات المتزايدة مف . حفزَّت ىذه الحالة البحث عف مصادر بديمة
استُخدِمَت المُخثِّرات الحيوانية الأخرى كبديؿ أقؿ تكمفة بالإضافة إلى المُخثِّرات النباتية، كما  ، حيثالمنفحة لصناعات الأجباف

ة عمى تخثير الحميب فإف استخدمت المُخثِّرات الميكروبية والتي لاقت انتشاراً واسعاً. وبالرغـ مف إظيار العديد مف الأنزيمات القدر 
 .  (Law, 2002, 92-94)أغمبيا لا يصمح لأف يكوف بديلًا لمنفحة العجوؿ حيث تبدي نشاط حاؿ لمبروتيف )بروتيوليتي( مرتفع 

 لمبروتيف حاؿ ونشاط الحميب لتخثر مرتفعة فعالية يبدي إذ لممنفحة، المفضؿ البديؿ  Rhizomucor mieheiفطر بروتياز يعتبر
والتي يقوـ الكيموزيف  Phe105-Meth106 كابا كازئيف في المماثمة الببتيدية الروابط فصؿ في دقيؽ وتخصُّص سبياً،ن منخفض
 واحتياجات ،حرارة المستخدمة في معاملات تصنيع الأجبافالودرجات  pH الػ قيـعند فعالية مُثمى واستقرار  يُبدي كما ،بتفكيكيا
 . (Scott, 1998, 155) المر المذاؽ لظيور الضئيؿ والاحتماؿ ،عالية جبف جودة إلى بالإضافة. مماثمة كالسيوـ

يتـ إنتاج الأنزيمات الميكروبية بشكؿ رئيسي باستخداـ التخمرات المغمورة لسيولة التعامؿ والتحكـ الأمثؿ في العوامؿ البيئية مثؿ 
زالة ال حرارة، وسيولة فصؿ الخلايا عف الوسط وتنقية المنتج، درجة الحرارة ودرجة الحموضة، وسيولة عمميات التيوية والخمط وا 

 .(Maria de Lourdes and Rai, 2013, 121, 263)والتحكـ الدقيؽ بمكونات الوسط 
، وطبيعة وتركيب وسط التخمر، والغازات المنحمة، ونظاـ pHتتأثر عممية التخمر بعدد كبير مف العوامؿ كالحرارة، والػ 

. وتبرز أىمية درجة الحرارة بيف العوامؿ الفيزيائية الأخرى المؤثرة في أداء التخمرات، مف خلاؿ  (Chisti, 2014, 664)التخمر
نتاج الأنزيمات، وتخريب البروتيف، وتثبيط الأنزيمات، تثبيط أو تحفيز إنتاج  تحديدىا لمعديد مف العوامؿ البيولوجية كالنمو، وا 

كعامؿ محدد لمنمو والنشاط  pHالػ . كما يبرز دور (Sandhya et al., 2006, 322)مُستقمَب معيف، بالإضافة لموت الخلايا 
ؽ مختمفة، كالتأثير في تفاعلات الأكسدة والإرجاع، والتنفس الخموي، ودرجة الإتاحة البيولوجية لممغذيات والعناصر ائالميكروبي بطر 

 . (Jin and Kirk, 2018, 1-22)نشاط الأنزيمات الخارجية  فيالنادرة، والتأثير 
يشكؿ مصدر الكربوف عنصراً ضرورياً لإمداد الخمية بالطاقة والمادة اللازمة لمنمو وتخميؽ العديد مف مواد الاستقلاب الأولية 

د كمية حدِّ وتُ  ،والثانوية. كما يعتبر وجود النتروجيف ضرورياً لمنمو واستقلاب بعض المركبات كالبروتينات والأحماض النووية
وسط مقدار الكتمة الحيوية التي يمكف الوصوؿ إلييا عند توفر المقدار الكافي مف الكربوف والمغذيات الأخرى النتروجيف في أي 
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(McNeil and Harvey, 2008, 103,106) ومف الأىمية بمكاف تحديد زمف التخمر الأمثؿ وخاصة في معاملات الإنتاج .
مات وبفعالية أقؿ، كما أفَّ إطالة فترة التخمر قد تزيد مف إمكانية التموث، الأنزيمي فاختصار زمف التخمر يؤدي إلى إنتاج أقؿ للأنزي

 Escobarوقد أشار . (Demir, 2012, 15)وتثبيط الأنزيـ أو تخريبو، بالإضافة إلى زيادة تكمفة الإنتاج وانخفاض الإنتاجية 
ساعة مف بدء  24بالتخمر السائؿ بعد  Rhizomucor miehei( إلى بدء إنتاج البروتياز مف 1993 ،1009-1013) Barnettو

 Escobarكما درس  المراحؿ اللاحقة.، وانخفاض الإنتاج في ساعة 120التحضيف، ووصوؿ الإنتاج الأنزيمي أقصاه بعد 
في نظاـ تخمر سائؿ مستمر، بوجود الجموكوز  Rhizomucor miehei( إنتاج البروتياز مف 1993 ،1229-1013)  Barnettو

ساعة مف بدء التخمر،  120، وأشارا إلى وصوؿ النشاط الأنزيمي أقصاه  بعد      ، وعند درجة حرارة (g/L 58)بتركيز ثابت 
    . 6.5الوسط عند  pHوضبط 

 Rhizomucor miehei لبروتياز مفتأثير الكربوف والنتروجيف في إنتاج احوؿ ( 1081-1068، 2015و )وزملائAmer  في دراسة لػ
إنتاج  الأثر الأكبر في تحسيف g/L 4 و g/L 20كيز اتر الط التخمر بلكازئيف إلى وسضافة الجموكوز وااف لإك سائؿ،التخمر بال

 Rhizomucorأعمى نشاط أنزيمي لمبروتياز مف الحصوؿ عمى  إلى (937-931، 2005) وزملاؤه Silveira وأشار .البروتياز

miehei ة حرارة ساعة مف التحضيف عمى درج 102بعد  بالتخمر السائؿ    C استخداـ الجموكوز بتركيز ب(18 g/L) . وفي دراسة
وفؽ نظاـ التخمر السائؿ المستمر  Rhizomucor mieheiلبروتياز مف إنتاج احوؿ ( 009-525، 1998و )زملائو  Seker لػ
ضبط ، و g/L 7.5ركيز الحفاظ عمى الجموكوز في وسط التخمر بتعند  حصؿ الباحثوف عمى أعمى نشاط أنزيمي، (الدفعة المغذاة)

إنتاج البروتياز مف  حوؿ (160-153، 2001وزملاؤه ) Ayhan في دراسة لػو  .6.8الابتدائي لوسط التخمر عند الدرجة  pHالػ 
Rhizomucor miehei باستخداـ الجموكوز بتركيز  ، تمثَّمت الظروؼ المثمى للإنتاجبالتخمر السائؿ(29.6 g/L)  وضبط الػpH 

 .C       وعند درجة حرارة  6.8د التخمر عن الابتدائي لوسط
وفؽ نظاـ التخمرات السائمة، باستخداـ منيجية  Rhizomucor mieheiظروؼ إنتاج البروتياز مف فطر  إلى أمثمةىذا البحث  ىدؼَ 

 الاستجابة السطحية.
 

 مواد وطرائق الرحث:
 اعة بجامعة دمشؽ، ومخابر الييئة العامة لمتقانة الحيوية.في مخابر قسـ عموـ الأغذية في كمية الزر  2021أجريت الدراسة عاـ 

وشُخِّصت وغُربمت بيف  ،عُزلت مف التربة السورية، Rhizomucor mieheiاستُخدمت عزلة محمية لمفطر  الفطر المستخدم: -
 (.2020)الجماس وآخروف،  مجموعة مف العزلات مسبقاً مف قبؿ الباحثيف

 :أوساط الزرع -
رَ بحسب تعميمات الشركة الصانعة : (PDA)روز الرطاطا وسط آجار دكست استُخدِـ لحفظ وتنشيط الفطر ، (Himedia)حُضِّ

 وتحضير مُعمَّؽ الأبواغ.
ر وفقاً لما ذكره وسط التخمر:  ( مع بعض 112-106، 2002وزملاؤه )Andrade (؛ و009-525، 1999وزملاؤه ) Sekerحُضِّ

، (g/L 30,35,40,45,50)صدر لمكربوف، والكازئيف كمصدر نتروجيني، وأضيفت بالتراكيز التعديلات، حيث استُخدـ الجموكوز كم
عمى التوالي، وفؽ معاملات التصميـ الإحصائي المعتمد. كما أضيفت العناصر المعدنية الكبرى وفؽ  (% 0.2,0.6,1,1.4,1.8)و



 عزيزية د.يازجي وأ. د.الجماس وأ.                            …أمثمة ظروؼ التخمر السائؿ لإنتاج البروتياز مف -الجماس ويازجي وعزيزية
 

 ISSN: 2789-7214 (online)                                                                                                            22من  5

 

 2mL/L، وmg/L 0.005لى الثياميف بنسبة بالإضافة إ، g/L MgSO4.7H2O, 2 g/L K2HPO4, 0.05 g/L KCl 0.05 النسب:
   : وفؽ المكونات مف محموؿ مغذي يحتوي عمى العناصر الصغرى

1 g/L Fe(NH4)2 (SO4)2, 1 g/L ZnSO4, 0.5 g/L MnSO4, 0.08 g/L CuSO4  ، َ50وُزِّع mL  مف وسط التخمر في دوارؽ
(Erlenmeyer 250 mL) وضبطت قيـ الػ ،pH ة قبؿ التعقيـ بإضافة الابتدائية لكؿ معاممNaOH (0.1 N) وHCl (0.1 N) 

بعد التبريد حُقِنت الدوارؽ تحت ، m 15لمدة   C     لاؼ بدرجةكتو و سُدَّت الدوارؽ بالقطف وعُقِّمت بالأوصولًا لمقيـ المُحدَّدة، 
10معمؽ الأبواغ  )مف  mL 2.5أو ما يعادؿ  %5 ظروؼ معقمة بػ

نَت الد(mLبوغة/ 7 ّـَ حُضِّ وارؽ في حاضنة ىزازة دورانية ، ثُ
 لفترات وبدرجات حرارة مختمفة وفقاً لمعاملات التصميـ الإحصائي.  (rpm 150)بسرعة 

نت (PDA) بيئة مف mL 20 عمى تحتوي mm 90 بتري أطباؽ عمى الفطر لُقِّحَ : الأرواغ مُعمَّق تحضار -  عند الأطباؽ وحُضِّ
 عمى لمحصوؿ والمُعقَـ المقطر الماء مف mL 30 بوجود الآجار سطح بخدش المُّقاح مىع الحصوؿ وتّـَ  أياـ،5  لػمدة       درجة
 .(Neubauer chamber) بوساطة المُعمَّؽ في الأبواغ تركيز قُدِّر للأبواغ، مُعمَّؽ

ح بعد إتماـ التخمر تّـَ فصؿ الميسيميوـ عف وسط التخمر باستخداـ ورؽ ترشياستخلاص الأنتزام من وسط التخمر:  -
(Whatman paper No1) ولتصفية المحموؿ الأنزيمي عُرِّض لمطرد المركزي ،(5000 rpm)  20لمدة min  ُشاحة وفُصمت الر

 لتقدير المحتوى والنشاط الأنزيمي.
( 265-275، 1951) وئوزملا Lowry حُدِّدَ المحتوى البروتيني لممستخمص الأنزيمي باستخداـ طريقةتحداد المحتوى الرروتانتي: 

 (. 1الشكؿ )كمنحني قياسي  (B.S.A)وباعتماد ألبوميف المصؿ البقري  nm 750قياس الامتصاصية عند طوؿ موجة ب
 

 
 : المنتحنتي القااسي للألرومان.1الشكل 
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 تحداد النتشاط الأنتزامي:
وعُبِّر عنيا بوحدة ( 460-446، 1970) وزملائو  Arima حُدِّدَ تبعاً لطريقة :(Milk Clotting Activity)نتشاط تخثر الحماب 

Soxhlet (SU)  1وتُعرَّؼ بأنيا كمية الأنزيـ التي تخثر mL  0.1مف محموؿ يحوي g 0.0014مسحوؽ حميب مقشود و g  مف
 .       درجة حرارة عند min 40كموريد الكالسيوـ خلاؿ 

-Kunitz (1947 ،310 ف تبعاً لطريقةحُدِّدَ عف طريؽ تقدير ىضـ الكازئي :(Proteolytic Activity)النتشاط الحال لمرروتان 

291).  
 مف الأنزيـ. mg 1 : وىي عدد وحدات الفعالية الأنزيمية لكؿالفعالاة النتوعاة للأنتزام

قُدِّرت ىذه النسبة بقسمة قيمة نشاط تخثر الحميب عمى قيمة  :(MCA/PA)النتشاط الحال لمرروتان /نتشاط تخثر الحماب نتسرة
 مع جودة الأنزيـ. إيجاباً زيـ الناتج، وتتناسب قيمة ىذه النسبة النشاط الحاؿ لمبروتيف للأن

عوامؿ تضمنت  5دراسة  ت، حيث تمَّ  Minitab 17صُمِّمَت التجربة وحُمِّمَت النتائج باستخداـ برنامج  التصمام والتحمال الحصائي:
مستويات  5غُيّرَت قيـ ىذه العوامؿ ضمف  ، وتركيز الجموكوز، وتركيز الكازئيف،pHدرجة الحرارة، وزمف التخمر، ودرجة الػ 

ت مَ مِّ حُ  (.2جدوؿ المعاممة ) 44 لمحصوؿ عمى (Central Composite Design)استخدـ التصميـ المُركَّب المركزي و (، 1جدوؿ ال)
تحديد الظروؼ  ، وتّـَ 0.05عند مستوى معنوية ممعاملات باستخداـ تحميؿ الانحدار المتعدد، وتحميؿ التبايف ل النتائج التجريبية

كمتغيري  (MCA/PA)المثمى لإنتاج البروتياز باعتماد نشاط تخثر الحميب النوعي، ونسبة نشاط التخثر لمنشاط الحاؿ لمبروتيف 
 . (Dalgleish, 1993, 73; Harboe et al., 2010, 125)استجابة، بما يحقؽ أعمى قيمة لكؿ مف المؤشريف 

     
 لممتغارات المستقمة المستخدمة ومستوااتها.: التصمام التجراري 1جدول ال

 المتغار ومستواات فواصل الوحدة المتغار رمز المدروسة المتغارات
-2 -1 0 +1 +2 

 120 96 72 48 24 ساعة X1 التخمر زمن

 X2  c 30 35 40 45 50 الحرارة درجة

pH X3 - 3 4 5 6 7 

 X4 (g/L) 30 35 40 45 50 الكررون تركاز

 X5 % 0.2 0.6 1 1.4 1.8 النتتروجان تركاز
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 : المعاملات التجراراة لمتصمام الحصائي.(2)جدول ال

 المكررات المعاممة رقم
 المتغار قام

X1 X2 X3 X4 X5 
1 1 48 35 4 35 0.6 

2 1 96 35 4 90 0.6 

3 1 48 45 4 90 0.6 

4 1 96 45 4 90 0.6 

5 1 48 35 6 90 0.6 

6 1 96 35 6 90 0.6 

7 1 48 45 6 90 0.6 

8 1 96 45 6 90 0.6 

9 1 48 35 4 50 0.6 

10 1 96 35 4 50 0.6 

11 1 48 45 4 50 0.6 

12 1 96 45 4 50 0.6 

13 1 48 35 6 50 0.6 

14 1 96 35 6 50 0.6 

15 1 48 45 6 50 0.6 

16 1 96 45 6 50 0.6 

17 1 48 35 4 35 1.4 

18 1 96 35 4 35 1.4 

19 1 48 45 4 35 1.4 

20 1 96 45 4 35 1.4 

21 1 48 35 6 35 1.4 

22 1 96 35 6 35 1.4 

23 1 48 45 6 35 1.4 

24 1 96 45 6 35 1.4 

25 1 48 35 4 45 1.4 

26 1 96 35 4 45 1.4 

27 1 48 45 4 45 1.4 

28 1 96 45 4 45 1.4 

29 1 48 35 6 45 1.4 

30 1 96 35 6 45 1.4 

31 1 48 45 6 45 1.4 

32 1 96 45 6 45 1.4 

33 2 72 40 5 40 1 

34 2 72 40 5 40 1 

35 2 24 40 5 40 1 

36 2 120 40 5 40 1 

37 2 72 40 3 40 1 

38 2 72 40 7 40 1 

39 2 72 40 5 30 1 

40 2 72 40 5 50 1 

41 2 72 40 5 40 0.2 

42 2 72 40 5 40 1.8 

43 2 72 30 5 40 1 

44 2 72 50 5 40 1 

 
 
 
 



 عزيزية د.يازجي وأ. د.الجماس وأ.                            …أمثمة ظروؼ التخمر السائؿ لإنتاج البروتياز مف -الجماس ويازجي وعزيزية
 

 ISSN: 2789-7214 (online)                                                                                                            22من  8

 

 النتتائج والمنتاقشة:
أعطت نتيجة التحميؿ الإحصائي لمنتائج معادلتيف مف الدرجة الثانية تُبيف العلاقة بيف مؤشرات الاستجابة والعوامؿ المُرمَّزة  

 . )0، و1)المعادلتيف 
(1): spMCA= - 4498 + 9.36.1 X1 + 83.6 X2 + 401 X3 + 59.7 X4  + 626 X5 – 0.0506 X1

2
 - 0.961 X2

2
 -

 25.49 X3
2
 - 0.720 X4

2
 - 214.8 X5

2
+ 0.0384 X1*X2 - 0.006 X1*X3 - 0.0341 X1*X4 – 0.308 X1*X5 -

 1.99 X2*X3 + 0.138 X2*X4 - 1.96 X2*X5 - 0.48 X3*X4 + 2.6 X3*X5 - 2.56 X4*X5 

(2): MCA/PA = -3915 + 9 X1 + 94.9 X2 + 357 X3 + 36.9 X4 + 171 X5 – 0.0562 X1
2
 - 1.101 X2

2
 - 22.52 X3

3
  -

 0.362 X4
2
 - 189.8 X5

2
 + 0.0555 X1*X2 - 0.009 X1*X3 – 0.0644 X1*X4 + 0.942 X1*X5 - 1.84 X2*X3 -

 0.001 X2*X4 + 1.30 X2*X5 - 0.62 X3*X4        + 17.4 X3*X5 + 0.34 X4*X5 

بيف ، تركيز الكربوف، وتركيز النتروجيف عمى التوالي. ويُ pHىي زمف التخمر، درجة الحرارة، درجة الػ  X1، X2، X3، X4، X5بحيث 
 MCA/PAنتائج تحميؿ التبايف لدلالات العوامؿ المؤثرة وتفاعميا لكؿ مف معادلة نشاط التخثر النوعي، ونسبة  5، و4ف الجدولا

 0.05 أقؿ مف MCA/PAلكؿ مف نشاط التخثر ونسبة  معادلتي الانحدارالخاصة ب ((Pيـ الاحتمالية ق كانت، حيث عمى التوالي
)متغيرات الاستجابة(.  التابعةالعوامؿ في المستقمة )المتغيرات المدروسة(  العوامؿ واحد عمى الأقؿ مفل الأثر المعنويما يشير إلى 

في ليذه المتغيرات  ىناؾ تأثير خطي معنويوبالتالي  0.05 أقؿ مف pHلزمف، والػ لكؿ مف ا الاحتماليةأفَّ قيـ  4ف الجدوؿ بيِّ ويُ 
ما يعني أنو ليس ليذه العوامؿ تأثير  0.05لكربوف والنتروجيف أكبر مف وامحرارة ل قيـ الاحتماليةبينما كانت . نشاط التخثر النوعي

 ، حيث كانتنشاط التخثر النوعية تأثير تربيع العوامؿ في إلى معنوي 4الجدوؿ  شيركما ي .في نشاط التخثر النوعيخطي معنوي 
ولـ يظير أثر معنوي لتفاعؿ  .0.05 النتروجيف أقؿ مفالكربوف، و ، و pHوالػ  ،الزمف، والحرارةلكؿ مف مربع الاحتمالية قيـ 

 .نشاط التخثر النوعيفي  المتغيرات المستقمة فيما بينيا
لـ النشاط الحاؿ لمبروتيف، بينما /في نسبة نشاط التخثر pHمعنوي لكؿ مف الزمف، والػ  أفَّ ىناؾ تأثير خطي (6)يبيف الجدوؿ  

 لتربيع كافالنشاط الحاؿ لمبروتيف. ومف جية أخرى /في نسبة نشاط التخثرتأثير خطي معنوي كربوف والنتروجيف واللمحرارة  يكف
أثر معنوي لتفاعؿ أي ولـ يظير . النشاط الحاؿ لمبروتيف/لتخثرنسبة نشاط افي ر معنوي يأثت لكربوفافيما عدا  العوامؿ المتغيرة

 . النشاط الحاؿ لمبروتيف/في نسبة نشاط التخثر المتغيرات المستقمة فيما بينيا
R)) كانت قيـ معامؿ التحديد

النشاط الحاؿ /كؿ مف نشاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثرل بمعادلتي الانحدارالخاصة  2
مف التبايف في العوامؿ  90.54%، و90%ما يعني أفَّ العوامؿ المستقمة مسؤولة عف عمى التوالي،  90.54%و ،90%لمبروتيف 

 30.72و 33.59النشاط الحاؿ لمبروتيف /كانت قيـ الخطأ المعياري لكؿ مف نشاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثرو . التابعة ىذه
نخفضة ىذه إلى قرب توزع القيـ المُقاسة مف خط الانحدار. كما كانت قيـ الاحتمالية عمى التوالي، وتشير قيـ الخطأ المعياري الم

النشاط الحاؿ /كؿ مف نشاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثرل بمعادلتي الانحدارالخاصة  (Lack-of-Fit)نقص التطبيؽ ل
  علاقة بيف العوامؿ المستقمة والعوامؿ التابعة.معادلتي الانحدار في تحديد ال كفاءة شير إلىما ي 0.05لمبروتيف أكبر مف 

حذؼ المتغير الأقؿ ب، النشاط الحاؿ لمبروتيف/كؿ مف نشاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثراختزاؿ معادلتي الانحدار ل يمكف
عادة تحميؿ الانحدار وصولًا إلى  معنوية سؿ اليرمي لمعادلة ، مع الحفاظ عمى التسمغير المعنوية أقؿ عدد مف المتغيراتوا 

 ,Crawley) إف كاف لتربيع ىذه العوامؿ أو تفاعميا أثر معنوي في المعادلة(غير المعنوية )أي إبقاء العوامؿ الخطية  الانحدار

2007, 327)،  
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 :تيفالآتي حيث أعطت عممية الاختزاؿ المعادلتيف
 

spMCA=  = -3933 + 7.66 X1 + 77.2 X2 + 304.3 X3+ 57.7 X4+ 436.3 X5 - 0.0506 X1
2
 - 0.961 X2

2
 - 25.49 X3

2
 -

 0.720 X4
2
 - 214.8 X5

2
 + 0.0384 X1X2       (3). 

MCA/PA = -2406 + 6.19 X1 + 72.5 X2 + 230.3 X3 + 334.9 X5 - 0.0483 X1
2
 - 0.920 X2

2
 - 17.99 X3

2
 -

 161.5 X5
2
 + 0.0555 X1X2     (4). 

 

    النتروجيف عمى التوالي. الكربوف، وتركيز ، وتركيزpHالتخمر، درجة الحرارة، درجة الػ ىي زمف  X1، X2، X3، X4، X5 أفَّ  بحيث
النشاط الحاؿ /نشاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثرتحميؿ التبايف لمعادلتي الانحدار المختزلة لكؿ مف  10و 8ويبيف الجدولاف 

عمى  النشاط الحاؿ لمبروتيف/شاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثرن فيتأثير العوامؿ  11و 9، كما يبيف الجدولاف لمبروتيف
R)) كانت قيـ معامؿ التحديدوقد . وفؽ معادلتي الانحدار المختزلتيف التوالي

كؿ مف نشاط ل بمعادلتي الانحدار المُختزلةالخاصة  2
ما يعني أفَّ العوامؿ المستقمة ى التوالي، عم 85.59%، و87.61%النشاط الحاؿ لمبروتيف /التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثر

كانت قيـ الخطأ المعياري لكؿ مف نشاط و . ة وفؽ ىذه المعادلةمف التبايف في العوامؿ التابع 84.94%، و85.24%مسؤولة عف 
ي المنخفضة عمى التوالي، وتشير قيـ الخطأ المعيار  30.95و 31.49 النشاط الحاؿ لمبروتيف/التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثر

بمعادلتي الخاصة  (Lack-of-Fit)نقص التطبيؽ لىذه إلى قرب توزع القيـ المُقاسة مف خط الانحدار. كما كانت قيـ الاحتمالية 
 كفاءة شير إلىما ي 0.05النشاط الحاؿ لمبروتيف أكبر مف /كؿ مف نشاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط التخثرلالمختزلة  الانحدار

  ار في تحديد العلاقة بيف العوامؿ المستقمة والعوامؿ التابعة.معادلتي الانحد
الحصوؿ عمى أعمى قيـ لكؿ مف نشاط التخثر النوعي، ونسبة نشاط بما يحقؽ الظروؼ المثمى لإنتاج البروتياز   2يبيف الشكؿ

ساعة، وضَبط درجة  89.94لمدة  ،C  40.91تمثمت ىذه الظروؼ في التحضيف عمى درجة حرارة  إذالنشاط الحاؿ لمبروتيف. /التخثر
ضافة الجموكوز والكازئيف بالتراكيز 5.99الحموضة الابتدائية عند  عمى التوالي. وقد أعطت عممية  % 1.02، و g/L 39.09، وا 

، mg/mL ،1191.18 SU/mL ،303.87 SU/mg ،0.97 PU/mg 3.92التخمر عند الظروؼ آنفة الذكر مستخمصاً أنزيمياً بقيـ 
  MCA/PAونسبة الحاؿ لمبروتيف النوعي، النشاط النوعي،التخثر  النشاط الحميب، تخثر نشاط الأنزيمي، المحتوى مف ؿ  لك 313.27

 وىيالمختزلة  وفؽ معادلتي الانحدار مقاربة لمقيـ المتوقعة  MCA/PAونسبة النوعيالتخثر  نشاطكانت قيـ حيث  التوالي. عمى
 .عمى التوالي 12±297.44و 326.64±18.33
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 .الحصائيالنتتائج التجراراة لمتصمام  :(3)الجدول 

 المعاممة رقم
 المحتوى
 الأنتزامي

((mg/mL 

 الحماب تخثر نتشاط
MCA 

((SU/mL 

 النتوعي التخثر نتشاط
SU/mg)) 

 الحال النتشاط
 PA لمرروتان

PU/mL)) 

 الحال النتشاط
 PA النتوعي

PU/mg)) 

 الحال النتشاط /التخثر نتشاط
 ((MCA/PA لمرروتان

1 1.01 66.11 65.46 0.92 0.91 71.86 

2 1.50 151.72 101.15 1.23 0.82 123.35 

3 1.51 137.22 90.87 1.01 0.67 135.86 

4 2.31 471.32 204.03 2.44 1.06 193.16 

5 2.11 371.66 176.14 1.70 0.81 218.62 

6 2.72 720.02 264.71 3.11 1.14 231.52 

7 2.25 450.41 200.18 2.57 1.14 175.26 

8 2.90 831.23 286.63 3.41 1.18 243.76 

9 1.60 111.42 69.64 1.13 0.71 98.60 

10 2.09 334.00 159.81 2.25 1.08 148.44 

11 1.79 172.56 96.40 1.43 0.80 120.67 

12 2.20 420.12 190.96 2.90 1.32 144.87 

13 2.13 369.38 173.42 1.60 0.75 230.86 

14 2.41 621.00 257.68 3.10 1.29 200.32 

15 2.29 437.45 191.03 2.60 1.14 168.25 

16 2.96 851.30 287.60 3.43 1.16 248.19 

17 0.82 72.91 88.91 0.97 1.18 75.16 

18 2.01 311.74 155.09 1.95 0.97 159.87 

19 1.15 111.92 97.32 1.22 1.06 91.74 

20 2.41 512.62 212.71 2.92 1.21 175.55 

21 2.10 409.13 194.82 2.10 1.00 194.82 

22 3.22 1113.22 345.72 3.74 1.16 297.65 

23 2.13 437.57 205.43 2.27 1.07 192.76 

24 3.59 921.16 256.59 2.94 0.82 313.32 

25 1.10 91.33 83.03 1.02 0.93 89.54 

26 1.80 182.41 101.34 1.45 0.81 125.80 

27 1.94 191.57 98.75 1.52 0.78 126.03 

28 2.30 482.26 209.68 2.41 1.05 200.11 

29 2.11 435.76 206.52 2.11 1.00 206.52 

30 3.22 775.11 240.72 3.09 0.96 250.84 

31 2.09 462.09 221.10 2.13 1.02 216.94 

32 3.51 943.47 268.79 3.45 0.98 273.47 

33 3.69 920.98 249.59 3.71 1.01 248.24 

34 3.70 950.36 256.85 3.85 1.04 246.85 

35 0.27 0.00 0.00 0.30 1.11 0.00 

36 3.90 1065.38 273.17 4.51 1.16 236.23 

37 1.60 151.90 94.94 3.10 1.94 49.00 

38 3.19 662.25 207.60 2.49 0.78 265.96 

39 2.87 431.15 150.23 2.43 0.85 177.43 

40 2.90 615.66 212.30 2.51 0.87 245.28 

41 2.10 276.24 131.54 2.01 0.96 137.43 

42 3.11 310.99 100.00 2.71 0.87 114.76 

43 0.57 61.89 108.58 0.93 1.63 66.55 

44 2.31 475.20 205.71 2.28 0.99 208.42 
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 ماب النتوعي.تحمال التراان لمعادلة الانتحدار لنتشاط تخثر الح 4):)الجدول 

 الحراة درجة المصدر
DF 

متوسط مجموع مررع 
 الانتحرافات عن المتوسط

Adj SS 

متوسط مجموع مررع 
 الانتحرافات عن المتوسط

Adj MS 

 فاشر مؤشر
F-Value 

 الاحتمالاة قام
P-Value 

 0.000 9.43 10639.7 223435 21 الانحدار

 0.001 14.16 15976.2 15976 1 المكررات

 0.002 5.60 6315.0 31575 5 طيالتأثير الخ

 0.000 19.30 21779.8 21780 1 الزمف

 0.893 0.02 21 21 1 الحرارة

pH 1 8769 8769.5 7.77 0.011 

 0.488 0.50 562.2 562 1 الكربوف

 0.537 0.39 442.7 443 1 النتروجيف

 0.009 4.09 4609.6 23048 5 تأثير تربيع العوامؿ

 0.002 12.06 13603.6 13604 1 الزمف*الزمف

 0.009 8.18 9230.3 9230 1 الحرارة*الحرارة

pH*pH 1 10394 10394.2 9.21 0.006 

 0.043 4.59 5178.2 5178 1 الكربوف*الكربوف

 0.000 16.74 18892.8 18893 1 النتروجيف*النتروجيف

 0.808 0.59 660.7 6607 10 الاتجاه ثنائي التفاعؿ

 0.445 0.60 681.2 681 1 الحرارة*الزمف

pH* 0.981 0.00 0.7 1 1 الزمف 

 0.498 0.47 534.5 535 1 الكربوف*الزمف

 0.623 0.25 280.1 280 1 النتروجيف*الزمف

pH* 0.108 2.81 3173.7 3174 1 الحرارة 

 0.567 0.34 380.9 381 1 الكربوف*الحرارة

 0.516 0.44 492.3 492 1 النتروجيف*الحرارة

pH* 0.688 0.17 187.4 187 1 الكربوف 

pH* 0.860 0.03 35.7 36 1 النتروجيف 

 0.397 0.75 840.9 841 1 النتروجيف* الكربوف

 - - 1128.3 24822 22 الخطأ

 0.117 44.73 1180.8 24796 21 التطبيؽ نقص

 - - 26.4 26 1 النقي الخطأ

 - - - 248257 43 المجموع
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 وعي.لمدروسة في نتشاط تخثر الحماب النتا: تأثار العوامل (5)الجدول 

الخطأ المعااري  معامل الانتحدار التأثار العامل
 T قام لممعامل

 الاحتمالاة قام
P-Value 

معامل تضخم 
 VIF التراان

  0.110 1.67- 53.9 89.8- - الثابت
       المكررات

1  29.56 7.86 3.76 0.001 1.91 
 83.66 0.000 4.39 4.05 17.79 35.57 الزمف
 11.33 0.893 0.14 35.8 4.9 9.8 الحرارة
pH 199.4 99.7 35.8 2.79 0.011 11.33 

 11.33 0.488 0.71 35.8 25.2 50.5 الكربوف

 11.33 0.537 0.63 35.8 22.4 44.8 النتروجيف

 84.38 0.002 3.47- 0.0583 0.2025- 0.4050- الزمف*الزمف
 1.73 0.009 2.86- 33.6 96.1- 192.1- الحرارة*الحرارة

pH*pH -203.9 -102.0 33.6 -3.04 0.006 1.73 

 1.73 0.043 2.14- 33.6 72.0- 143.9- الكربوف*الكربوف

 1.73 0.000 4.09- 33.6 137.5- 274.9- النتروجيف*النتروجيف

 11.33 0.445 0.78 0.990 0.769 1.538 الحرارة*الزمف
pH* 11.33 0.981 0.02- 0.990 0.024- 0.048- الزمف 

 11.33 0.498 0.69- 0.990 0.681- 1.362- الكربوف*الزمف

 11.33 0.623 0.50- 0.990 0.493- 0.986- النتروجيف*الزمف

pH* 1.00 0.108 1.68- 23.8 39.8- 79.7- الحرارة 
 1.00 0.567 0.58 23.8 13.8 27.6 الكربوف*الحرارة

 1.00 0.516 0.66- 23.8 15.7- 31.4- النتروجيف*الحرارة

pH* 1.00 0.688 0.41- 23.8 9.7- 19.4- الكربوف 

pH* 1.00 0.860 0.18 23.8 4.2 8.5 النتروجيف 

 1.00 0.397 0.86- 23.8 20.5- 41.0- النتروجيف* الكربوف
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 النتشاط الحال لمرروتان./تحمال التراان لمعادلة الانتحدار لنتسرة نتشاط التخثر 6):)الجدول 

 الحراة درجة المصدر
DF 

متوسط مجموع مررع 
 الانتحرافات عن المتوسط

Adj SS 

متوسط مجموع مررع 
 الانتحرافات عن المتوسط

Adj MS 

 فاشر مؤشر
F-Value 

 الاحتمالاة قام
P-Value 

 0.000 10.02 9459.1 198641 21 الانحدار

 0.001 13.99 13205.2 13205 1 المكررات

 0.000 7.69 7255.8 36279 5 الخطي تأثيرال

 0.000 24.69 23308.4 23308 1 الزمف

 0.779 0.08 76.3 76 1 الحرارة

pH 1 9184 9184.0 9.73 0.005 

 0.148 2.25 2119.9 2120 1 الكربوف

 0.208 1.68 1590.4 1590 1 النتروجيف

 0.002 5.71 5390.9 26954 5 تأثير تربيع العوامؿ

 0.000 17.75 16752.6 16753 1 الزمف*الزمف

 0.002 12.83 12113.2 12113 1 الحرارة*الحرارة

pH*pH 1 8111 8111.3 8.59 0.008 

 0.251 1.39 1309.7 1310 1 الكربوف*الكربوف

 0.001 15.63 14750.1 14750 1 النتروجيف*النتروجيف

 0.379 1.14 1075.5 10755 10 الاتجاه ثنائي التفاعؿ

 0.233 1.50 1419.4 1419 1 الحرارة*الزمف

pH* 0.970 0.00 1.4 1 1 الزمف 

 0.168 2.03 1913.8 1914 1 الكربوف*الزمف

 0.110 2.77 2618.2 2618 1 النتروجيف*الزمف

pH* 0.104 2.87 2711.9 2712 1 الحرارة 

 0.996 0.00 0 0 1 الكربوف*الحرارة

 0.637 0.23 216.7 217 1 النتروجيف*الحرارة

pH* 0.572 0.33 311.4 311 1 الكربوف 

pH* 0.214 1.64 1548 1548 1 النتروجيف 

 0.902 0.02 14.5 15 1 النتروجيف* الكربوف

 - - 943.9 20765 22 الخطأ

 0.025 1014.97 988.8 20764 21 التطبيؽ نقص

 - - 1 1 1 النقي الخطأ

 - - - 219406 43 المجموع
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 النتشاط الحال لمرروتان./رة نتشاط التخثرنتس: تأثار المتغارات المدروسة في (7)الجدول 

 معامل الانتحدار التأثار العامل
الخطأ المعااري 

 T قام لممعامل
 الاحتمالاة قام

P-Value 
معامل تضخم 

 VIF التراان

  0.073 1.88- 49.3 92.9- - الثابت
       
1  26.87 7.18 3.74 0.001 1.91 

 83.66 0.000 4.97 3.70 18.40 36.80 الزمف
 11.33 0.779 0.28- 32.7 9.3- 18.6- الحرارة
pH 204.0 102.0 32.7 3.12 0.005 11.33 

 11.33 0.148 1.50 32.7 49.0 98.0 الكربوف

 11.33 0.208 1.30- 32.7 42.5- 84.9- النتروجيف

 84.38 0.000 4.21- 0.0533 0.2247- 0.4494- الزمف*الزمف
 1.73 0.002 3.58- 30.7 110.1- 220.1- الحرارة*الحرارة

pH*pH -180.1 -90.1 30.7 -2.93 0.008 1.73 

 1.73 0.251 1.18- 30.7 36.2- 72.4- الكربوف*الكربوف

 1.73 0.001 3.95- 30.7 121.5- 242.9- النتروجيف*النتروجيف

 11.33 0.233 1.23 0.905 1.110 2.220 الحرارة*الزمف
pH* 11.33 0.970 0.04- 0.905 0.035- 0.069- الزمف 

 11.33 0.168 1.42- 0.905 1.289- 2.578- الكربوف*الزمف

 11.33 0.110 1.67 0.905 1.508 3.015 النتروجيف*الزمف

pH* 1.00 0.104 1.70- 21.7 36.8- 73.6- الحرارة 
 1.00 0.996 0.01- 21.7 0.1- 0.2- الكربوف*الحرارة

 1.00 0.637 0.48 21.7 10.4 20.8 النتروجيف*الحرارة

pH* 1.00 0.572 0.57- 21.7 12.5- 25.0- الكربوف 

pH* 1.00 0.214 1.28 21.7 27.8 55.6 النتروجيف 

 1.00 0.902 0.12 21.7 2.7 5.4 النتروجيف* الكربوف
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 .لنتشاط تخثر الحماب النتوعي المُختزَلة تحمال التراان لمعادلة الانتحدار: (8)الجدول 

 ةالحرا درجة المصدر
DF 

متوسط مجموع مررع 
 الانتحرافات عن المتوسط

Adj SS 

متوسط مجموع مررع 
 الانتحرافات عن المتوسط

Adj MS 

 فاشر مؤشر
F-Value 

 الاحتمالاة قام
P-Value 

 0.000 18.27 18125.7 217508 12 الانحدار

 0.000 16.11 15976.2 15976 1 المكررات

 0.000 24.17 23972.1 119861 5 الخطي تأثيرال

 0.000 21.96 21779.8 21780 1 الزمف

 0.885 0.02 21.0 21 1 الحرارة

pH 1 97739 97739.5 98.54 0.000 

 0.862 0.03 30.3 30 1 الكربوف

 0.593 0.29 290.1 290 1 النتروجيف

 0.003 4.65 4609.6 23048 5 تأثير تربيع العوامؿ

 0.001 13.71 13603.6 13604 1 لزمفا*الزمف

 0.005 9.31 9230.3 9230 1 الحرارة*حرارةال

pH*pH 1 10394 10394.2 10.48 0.003 

 0.029 5.22 5178.2 5178 1 الكربوف*الكربوف

 0.000 19.05 18892.8 18893 1 النتروجيف

 0.414 0.69 681.2 681 1 التفاعؿ ثنائي الاتجاه

 0.414 0.69 681.2 681 1 الزمف*الحرارة

 - - 991.9 30748 91 الخطأ

 0.126 38.79 1024.1 30722 30 التطبيؽ نقص

 - - 26.4 26 1 النقي الخطأ

 - - - 248257 43 المجموع
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 .وفق المعادلة المختزلة نتشاط تخثر الحماب النتوعي: تأثار المتغارات في (9) الجدول
 VIF معامل تضخم التراان P-Value حتمالاةالا قام T قام الخطأ المعااري لممعامل معامل الانتحدار التأثار العامل

 - 0.085 1.78- 50.5 89.8- - الثابت
       المكررات

1  29.56 7.37 4.01 0.000 1.91 
 83.66 0.000 4.69 3.80 17.79 35.57 الزمف

 11.33 0.885 0.15 33.5 4.9 9.8 الحرارة

pH 197.73 98.86 9.96 9.93 0.000 1.00 

 1.00 0.862 0.17 9.96 1.74 3.48 الكربوف

 1.00 0.593 0.54 9.96 5.39 10.77 النتروجيف

 84.38 0.001 3.70- 0.0547 0.2025- 0.4050- الزمف*الزمف

 1.73 0.005 3.05- 31.5 96.1- 192.1- الحرارة*الحرارة

pH*pH -230.9 -102.0 31.5 -3.24 0.003 1.73 

 1.73 0.029 2.28- 31.5 72.0- 143.9- الكربوف*الكربوف

 1.73 0.000 4.36- 31.5 137.5- 274.9- النتروجيف * النتروجيف

 11.33 0.414 0.83 0.928 0.769 1.538 الزمف*الحرارة

 
 النتشاط الحال لمرروتان./لنتسرة نتشاط التخثر المُختزَلة تحمال التراان لمعادلة الانتحدار: (10)الجدول 

 الحراة درجة المصدر
DF 

الانتحرافات  متوسط مجموع مررع
 Adj SS  عن المتوسط

متوسط مجموع مررع الانتحرافات 
 Adj MS عن المتوسط

 فاشر مؤشر
F-Value 

 الاحتمالاة قام
P-Value 

 0.000 19.60 18779 187789 12 الانحدار

 0.001 13.35 12787 12787 1 المكررات

 0.000 33.07 31683 126730 4 الخطي تأثيرال

 0.000 25.14 24091 24091 1 الزمف

 0.780 0.08 76 76 1 الحرارة

pH 1 101650 101650 106.10 0.000 

 0.336 0.95 914 914 1 النتروجيف

 0.002 6.69 6411 25645 5 تأثير تربيع العوامؿ

 0.000 17.25 16528 16528 1 الزمف*الزمف

 0.002 11.77 11277 11277 1 الحرارة*الحرارة

pH*pH 1 6906 6906 7.21 0.011 

 0.001 14.87 14243 14243 1 النتروجيف*النتروجيف

 0.232 1.48 1419 1419 1 التفاعؿ ثنائي الاتجاه

 0.232 1.48 1419 1419 1 الزمف*الحرارة

 - - 958 31617 93 الخطأ

 0.025 1014.19 988 31616 92 التطبيؽ نقص

 - - 1 1 1 النقي الخطأ

 - - - 219406 43 المجموع
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 .وفق المعادلة المختزلة النتشاط الحال لمرروتان/نتسرة نتشاط التخثر: تأثار المتغارات في (11) لالجدو

الخطأ المعااري  معامل الانتحدار التأثار العامل
 لممعامل

 T قام
 الاحتمالاة قام

P-Value 
معامل تضخم 

 VIF التراان

  0.119 1.69- 48.2 78.1-  الثابت
       المكررات

1  22.35 6.10 3.60 0.001 1.36 
 62.99 0.000 5.01 3.25 16.23 32.46 الزمف

 11.33 0.780 0.28- 33.0 9.3- 18.6- الحرارة

pH 201.64 100.82 9.79 10.30 0.000 1.00 
 1.00 0.339 0.98 9.79 9.56 19.12 النتروجيف

 63.29 0.000 4.15- 0.0465 0.1933- 0.3866- الزمف*الزمف
 1.30 0.002 3.43- 26.8 92.0- 183.9- الحرارة*الحرارة

pH*pH -143.9 -72.0 26.8 -2.68 0.011 1.30 
 1.30 0.001 3.86- 26.8 103.4- 206.7- النتروجيف*النتروجيف
 11.33 0.232 1.22 0.912 1.110 2.220 الحرارة*الزمف

  

 
نتات القام المثالاة )مدرجة رالمون الأحمر(، وامثل محور العانتات القام المتوقعة : أمثمة إنتتاج الرروتااز متعددة الاستجارة. حاث امثل محور السا2الشكل 

: حاث أن القام الأعمى  ( ≥  ≥ ): الرغرة المنتفصمة لكل مؤشر عمى حدا،(d): هي الرغرة المركرة لجماع المؤشرات، (D))مدرجة رالمون الأزرق(، 
 الرغرة المثالاة.تحقاق  (1)لمؤشر الرغرة هي القام المفضمة، إذ تمثل 
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يذكر، ربما بسبب عدـ ضاً، كما كاف النشاط الأنزيمي لاكاف إنتاج الأنزيـ في اليوـ الأوؿ مف التحضيف منخف تأثار زمن التخمر:
. ازداد إنتاج الأنزيـ ونشاطو في الأياـ التالية، وقد أشارت نتائج التحميؿ الإحصائي إلى الأبواغ الفطرية كفاية الوقت لإنبات

اللازـ لنمو المزرعة والوصوؿ لطور  زمفملساعة مف التحضيف. ويعزى ذلؾ  89.94صوؿ لمعممية الأمثؿ لإنتاج الأنزيـ بعد الو 
. وقد أشار (Alvarez et al., 2006, 625-630)الثبات، إذ يزداد إنتاج البروتياز في نياية الطور الموغاريتمي وبداية طور الثبات 

Escobar و Barnett(1995 ،700-695 إلى وصوؿ مزارع الفطر )Rhizomucor miehei ساعة  90-120خلاؿ  ثباتإلى طور ال
 في ظروؼ نمو مشابية.     

انخفض إنتاج الإنزيـ ونشاطو بعد اليوـ الرابع مف التحضيف، ربما بسبب استنفاد المغذيات وتراكـ الأحماض العضوية وانخفاض 
   . Barnett (1993 ،1009-1013)و Escobar ، و(090-007)وزملاؤه  Beyenal درجة الحموضة. نتائج مقاربة توصؿ إلييا

. يُعد الفطر      انخفض إنتاج الأنزيـ ونشاطو، كما كاف النمو الفطري ضعيفاً عند درجة حرارة  تأثار درجة الحرارة:
Rhizomucor miehei  مف الأنواع المحبة لمحرارة المرتفعة(thermophilic)تحسُّف النمو عند درجات الحرارة الأكثر  ، ومف المتوقع

. وانخفض نشاط الأنزيـ عند      ارتفاعاً، مما ينعكس عمى تخميؽ الأنزيمات، حيث لوحظ أعمى نشاط للأنزيـ عند درجة حرارة 
التخمر. نتائج المستويات الأعمى لدرجة الحرارة، وقد يعود ذلؾ إلى تجاوز الحرارة المثالية لمنمو، أو تخريب الأنزيـ في وسط 

  (.153-160، 2001وزملاؤه ) Ayhan مشابية توصؿ إلييا
عزى ذلؾ إلى إلى تثبيط إنتاج الإنزيـ، وكاف النمو الفطري ضعيفاً، ويُ  (3)المنخفضة  pHالػ  أدت قيـ تأثار الرقم الهادروجانتي:

نتاج الأنزيمات. ازداد النمو والنشاط الإنزيـ  تدريجياً بارتفاع الرقـ الييدروجيني، وصولًا إلى قيـ عدـ مناسبة ىذه القيـ لمنمو وا 
  . (937-931، 2005)وزملاؤه  Silveira (، نتائج مشابية توصؿ إلييا5.99الاستجابة المثمى عند درجة الحموضة )

لممؤشرات  ، وقد أعطت التراكيز الأخرى قيـ أدنىg/L 39.09كاف التركيز الأمثؿ لإضافة الجموكوز ىو  تأثار تركاز الكررون:
المدروسة. يعود انخفاض إنتاج البروتياز ونشاطو في المعاملات ذات التراكيز المنخفضة لمجموكوز في وسط التخمر إلى عدـ 
نتاج الأنزيمات، أما انخفاض إنتاج البروتياز المرافؽ لتراكيز الجموكوز الأكث ر كفاية ىذه التراكيز لموصوؿ لمكتمة الخموية المطموبة وا 

، ففي حاؿ غياب الجموكوز يشارؾ البروتياز بتزويد (Catabolic repression)فيعود إلى ما يعرؼ بكبح الأيض اليدمي  ارتفاعاً 
الخمية بالأحماض الأمينية والببتيدات لتُشكِّؿ مصدراً لمكربوف والطاقة إلى جانب كونيا مصدراً لمنتروجيف ونتيجةً لذلؾ فقد يحدث 

نتائج . (Chen et al., 2004, 489-498)وؼ الطاقة الخموية المرتفعة وارتفاع تراكيز الجموكوز تثبيط لتخميؽ البروتياز في ظر 
 Escobarأشار إلييا بارتفاع تراكيز الجموكوز في وسط التخمر  Rhizomucor mieheiحوؿ تثبيط إنتاج البروتياز مف مشابية 

وزملاؤه  Ayhanتراكيز التي أشار إلييا العف جموكوز التركيز الأمثؿ لإضافة الختمؼ يBarnett (1993 ،1229-1013 .)و
  .(937-931، 2005)وزملاؤه Silveira و ؛(1081-1068، 2015ه )وزملاؤ Amer ؛ و(160-153، 2001)

، وتظير قيـ %1.02تشير النتائج إلى تحقؽ القيـ المثمى لمؤشرات الاستجابة عند إضافة الكازئيف بتركيز  تأثار تركاز الكازئان:
 يُفسَّرى لممؤشرات عند التراكيز الأخرى. قد لا تكوف التراكيز المنخفضة لمكازئيف كافية لتحفيز إنتاج البروتياز ونشاطو، و أدن

بأفَّ الجينات المُشفِّرة للأنزيمات اللازمة لاستيلاؾ النتروجيف تنُظَّـ عادةً بآليات استحثاث انخفاض الإنتاج المرافؽ لمتراكيز المرتفعة 
، (Nitrogen Metabolite Repression)متخصصة تخضع لآلية سيطرة رئيسية تعرؼ بآلية كبح استقلاب النتروجيف  أو تحفيز

وتبعاً ليذه الآلية فالجينات تُعبِّر بمستويات عالية عند ظروؼ تحديد النتروجيف فقط أما عند النمو بوجود مصادر جاىزة ومفضمة 
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لإيقاؼ التعبير الجيني للأنزيمات المحممة، ويمكف بذلؾ حفظ المصادر النتروجينية  مف النتروجيف فذلؾ يؤدي إلى إعطاء إشارة
. (Berger et al., 2008, 1385-1398; Tudzynski, 2014, 1-16)الأكثر ارتباطاً حتى استيلاؾ المصادر المفضمة أو المتاحة 

؛                Barnett (1995 ،700-695)وEscobar و (937-931، 2005وزملاؤه ) Silveira توافؽ ىذه النتائج ما أشار إليو 
   .(585 -578، 2008وزملاؤه )De Lima و
 

  الاستنتتاجات:
ساعة، وضَبط درجة الحموضة الابتدائية  89.94، لمدة C  40.91تمثَّمت الظروؼ المثمى للإنتاج في التحضيف عمى درجة حرارة 

ضافة الجموكوز والكازئيف إلى وسط5.99عند  عمى التوالي. وبينت النتائج معنوية كؿ  %1.02، و g/L 39.09التخمر بالتراكيز  ، وا 
 النشاط النوعي/نشاط التخثر ونسبةوقد بمغت قيـ نشاط التخثر النوعي  في مؤشرات النشاط الأنزيمي لمبروتياز. pHمف الزمف، والػ 

303.87 SU/mg يمكف  حيثبكؿ متغير، وفؽ معادلتي الانحدار الخاصة عمى التوالي وىي قيـ مقاربة لمقيـ المتوقعة  313.27و
. ويوصى بتنقية وتوصيؼ البروتياز استخداـ ىذه المعادلات لمتنبؤ بقيـ المتغيرات المستقمة والمتغيرات التابعة في دراسات لاحقة

 المنتج تحت الظروؼ المثمى آنفة الذكر.
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