
 الجمهــــورية الجزائرية الديمقراطية الشعبية

 وزارة التعليم العالي والبحث العلمي 

                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                     

N°………………………….…………..…….……/SNV/2020                             م الميكروبيولوجياــــقس   
 روحـــــــــــــــــــــــــــةــــــــــأط
 مقدمة من طرف  

 ــارةــدى ســـــــــــــاصف هــــــــــنـــ 
 شهادة  لحصول علىل

 لومـــــــــــــــــــــــوراه عــــــــــــــدكت
 البيولــــــوجيـــــا فرع:

 تخصص: ميكروبيولوجيا
 الموضــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــوع

 
 النشاط المضاد للميكروبات والسمي الخلويإنتاج الأنزيمات الحالة و 

 )سطيف( المعزول من سبخة البيضاءAspergillus oryzae فطرلمستخلصات 
 :أمام لجنة المناقشة المتكونة من  2021/04/07 : قدمت يوم

 -1-فــاس سطيـــــــرحات عبـــــــــامعة فــــــــــــــــــأستاذ ج            حــــرزالله داود أ.د.       س:ــرئيــال             
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إن الحمد لله نحمده و نشكره على نعمة القـلم و نصيب العلم الذي وهبنا إياه، فبدونه ما كان  

 ا العمل أن ينجز و لولاه ما كنا نجني ثمرة مجهودنا،لهذ

 فـله الحمد حتى يرضى و له الحمد إذا رضي.

 الفـاضل  تقدير إلى الأستاذ  أتقدم بفـائق الشكر و ال

 .  مساعدته و توجيهاته و نصائحه النيرة  إشرافه لي و  " علىبلحطــــــاب رشيـــــد" 

حرزالله  وأشـــكر جميع أعـــــضاء لــــــجنة المناقشة الذين قبـــــــــلوا مناقشة هذا البــــحث، الأستاذ:  

والأساتذة الكرام : الأستاذ  ، لقبوله ترأس اللجنة 1، أستاذ بجامعة فرحات عباس سطيف  داود

والأســــتاذ دهيمات العيد  ،   المسيلة  بجامعة ستاذ هندل النوي ،أساتذة  مولود غضبان  والأ

 1أستاذ بجامعة قسنطينة  

كما أتقدم بفـائق الشكر و التقدير إلى الأستاذ الدكتور لعروس العربي لتشريف هذه  

 .المناقشة

 التقنيين المخبريين لمركز البحث البيوتكنولوجي بقسنطينةم بالشكر الخاص إلى  كما أتقد

 إسبانيا.–غرناطة  مركز الأبحاث الطبية الحيوية بجامعة  

 الجزائر العاصمة  -قسم علم الفيروسات -معهد باستور

 مخبر علم الأحياء الدقيقة بجامعة نوشاتال بسويسرا



 

 على مساعدتهم في إنجاز هذا البحث.

الذين أكرموا علينا بنصائحهم ومساعداتهم، وأخص بالذكرالأساتذة   و أشكر جميع الأساتذة  

 .جلال نجيحة    و  ، ننصيب عائشة    علاوة، سيلسني حفصة  سيليني

…جزاهم الله خيـــــــرا



  
 

 
 

 
 إلى أحب اثنين على قـلبي ، يا أعز ما أملك في هذا الوجود

 .أمــــي و أبــــي  

 رهف وجدان و أفنان  الأعزاءاي  إلئ زوجي  وابنت

 .يهما وابنة أخي إليناو زوجت  الدين و هيثم إلى أخواي العزيزين صلاح

 .إلى كل أهلي و أقـاربي دون استثناء،

 

 

هـــــدى ســـارة                                                    



  



   صــــــــــــــالملخ    

 الملــــــــــــــــخــــــــــــص
)سبخة البيضاء، ولاية المعزول من تربة مالحة  Aspergillus oryzaeتقييم قابلية فطر هذه الدراسة إلى  تهدف

من بين ثلاث عزلات فطرية المتحصل  ذات الأهمية البيوتكنولوجية. على إنتاج المستقلبات الثانوية سطيف(
والتي تم  (S1)كانت العزلة   ،، والتي أخضعت إلى إختبار النشاطية المضادة للبكتيريا(S3و  S1 ،S2 عليها )

 21.81و  7.28)التركيز الأدنى للتثبيط بين ،  الأكثر نشاطا A. oryzae 18HG80تحديد نمطها الوراثي بـ 
 A. oryzaeكانت فعالية المستخلص للسلالة   ية المضادة للفطريات الممرضة، ميكروغرام/مل(. بالنسبة للنشاط

18HG80،  ( بالنسبة لـ  %9.3منخفضة إلى متوسطةAlternaria solani ،46%  لـبالنسبةAspergillus flavus 
من حيث قدرتها على إنتاج  سلالةمن جهة أخرى تم إختبار هذه ال. ( Fusarium oxysporum لـ %37و 
 التخمر عمليتي خلال من اتالأنزيم لإنتاج المقارنة دراسة أظهرتقد و  ،الليباز، الأميلاز والبروتيازنزيمات أ

كما .  Smf بـ مقارنة SSF في أكثر كان  نتاجالإ أن (SmF)و السائلة  (SSF)الصلبة باستعمال نخالة القمح 
 A. oryzae 18HG80شملت هذه الدراسة أيضا على تعريف الجزيئات الحيوية المفرزة من طرف السلالة 

حيث أظهرت النتائج أن  الفطر ينتج ، (GC/MS)باستعمال كروماتوغرافيا الطور الغازي مع طيف الكتلة   
على الترتيب بالنسبة  %24.845و %42.284 بالدرجة الأولى حمضي السيكسينيك والكوجيك  بنسبة 

لمستخلص التخمر في الحالة السائلة، أما بالنسبة للتخمر في الحالة الصلبة فكانت نسبة إنتاج الحمضين أكبر 
كما اوضحت التجارب المخبرية لدراسة النشاطية المضادة .  )على الترتيب %25.097و  %48 (نوعا ما

-Herpes simplex-2 (HSV هذا الأخير ليس له أي تأثير على فيروسللفيروسات للمستخلص الفطري، أن 

 أما بالنسبة لإختبار السمية الخلوية فلم يبد المستخلص الفطري أي سمية للخلايا المختبرة.(، 2
حددت  بعض الظروف المثلى لإنتاج الجزيئات الحيوية ذات نشاطية مضادة للميكروبات. إذ تم الحصول على 

يوما. أما بالنسبة لإنتاج  28، ومدة حضن  6 و 4م، ودرجة أس هيدروجيني°30أعلى  تثبيط  في درجة حرارة 
ل على أعلى إنتاج للأنزيمات باستعمال التخمر على وسط نخالة القمح الصلب، فقد تم الحصو   اتالأنزيم

لنشاط أنزيمي  وكربوني أفضل مصدر نيتروجيني ، أما  %100بنسبة  ورطوبةم °30الثلاث  في درجة حرارة 
، بالنسبة لأنزيم الأميلاز مل 2وحجم اللقاح الغليسيرول على التوالي ، ز والليباز هو نيترات الصوديوم و الأميلا

 مل هو الأمثل.1أما بالنسبة لأنزيمي البروتياز والليباز فكان حجم اللقاح 

الميكروبية، النشاطية المضادة للبكتيريا  اتالأنزيم، الجزيئات الحيوية، Aspergillus oryzae: الكلمات المفتاحية
.تقلبات الثانويةوالفطريات، استخلاص المس



 
 Abstract 

Abstract 
This study was conducted to assess the susceptibility of Aspergillus oryzae  isolated from saline 
soils (Sebkha El Bayda, Setif) to the production of secondary metabolites that have 
biotechnological importance, as among three fungal isolates (S1, S2 and S3), which were 
subjected to an anti-bacterial activity test with  following disc diffusion method, after 
extracting its secondary metabolites using ethyl acetate, the isolate (S1) whose genotype was 
determined was A. oryzae 18HG80, was  the most active either against positive gram bacteria 
or negative gram bacteria, or tested resistance bacteria( .MIC  is between 7.28 and 
21.81µg/ml. Antifungal activity, of A. oryzae 18HG80 was low to moderate (9.3% for 
Alternaria solani, 46% for Aspergillus flavus and 37% for Fusarium oxysporum). On the other 
hand, this strain was tested in terms of its ability to produce the extracellular enzymes, lipase, 
amylase and protease. The comparative study of enzyme production through two 
fermentation processes (SSF) and (SmF) showed that enzyme production was  more in SSF 
compared with Smf. Metabolite profiles of the fungus revealed by gas chromatography mass 
spectrometry GC/MS, allowed to identify bioactive compounds, where butanedioic 
(succinic) acid and kojic acid were the major compounds with total percentage of 42,284% 
and 24,845% respectively in SmF, while for SSF, the percentage of acid production was 
somewhat greater (48% and 25.097%, respectively(. Antiviral activity of the fungal extract 
showed that the latter had no effect on the Herpes simplex-2 (HSV-2) virus. As for cellular 
toxicity testing, the fungal extract did not show any toxicity to the tested cells. 
Optimization of cultural conditions for the production of biomolecules with antimicrobial 
activity showed that the highest inhibition was obtained at 30 ° C, pH 4, 6, and incubation 
period of 28 days. As for the production of enzymes using SSF, the highest production of the 
three enzymes was obtained at a temperature of 30 ° C and 100% humidity. The best nitrogen 
source for the amylase and lipase activity was sodium nitrate, while the glycerol was the best 
carbon source for the production of amylase, and the size of the inoculum was 2 ml for 
amylase. As for protease and lipase , it was 1 ml. 
 
Keywords: Aspergillus oryzae, biomolecules, microbial enzymes, antibacterial and 
antifungal activity, extraction of secondary metabolites.



 

 
 
 

 

 Résumé 

Résumé 
Le but de cette étude est pour évaluer la capacité de champignon Aspergillus oryzae isolé à 
partir des sols salins (Sebkha el-Baida, Sétif) à la production de métabolites secondaires 
d'importance biotechnologique.  Parmi les trois isolats fongiques obtenus (S1, S2 et S3), qui 
ont été soumis à un test d'activité antimicrobien, en suivant la méthode du disque de diffusion 
des extrait d'acétate d'éthyle, l'isolat (S1) dont le génotype a été déterminé était A. oryzae 
18HG80, était le plus actif  (CMI entre 7,28 et 21,81 µg / ml). L'activité antifongique, de 
l'extrait de la souche A. oryzae 18HG80 était faible à modérée (9,3% pour Alternaria solani, 
46% pour Aspergillus flavus et 37% pour Fusarium oxysporum).  D'autre part, cette souche a 
été testée en termes de sa capacité à produire des enzymes extracellulaires, lipase, amylase et 
protéase. L’étude comparative de la production d'enzyme à travers deux processus de 
fermentation solide utilisant du son de blé (SSF) et liquide (SmF) a montré que la production 
était supérieure pour SSF par rapport au Smf.  Cette étude a également inclus la définition 
des biomolécules sécrétées par la souche A. oryzae 18HG80 en utilisant la chromatographie 
en phase gazeuse avec spectre de masse (GC / MS), où les résultats ont montré que le 
champignon produit principalement de l'acide succinique et du kojic de 42,284% et 
24,845%, respectivement lorsque l'extrait de fermentation était à l'état liquide, alors que pour 
la fermentation à l'état solide, le rapport de production était légèrement supérieur (48% et 
25,097%, respectivement(.  L'activité antivirale de l'extrait fongique a montré que ce dernier 
n'avait aucun effet sur le virus Herpès simplex-2 (HSV-2). Quant aux tests de toxicité 
cellulaire, l'extrait fongique n'a montré aucune toxicité pour les cellules testées. 
Certaines conditions optimales ont été déterminés pour la production de biomolécules à 
activité antimicrobienne. L'inhibition la plus élevée a été obtenue à 30 ° C, pH 4, 6, et durée 
d’incubation de 28 jours.  Quant à la production d'enzymes par fermentation solide, la 
production la plus élevée des trois enzymes a été obtenue à une température de 30 ° C et 
100% d'humidité.  La meilleure source d’azote et de carbone pour l'activité enzymatique de 
l'amylase et de la lipase est le nitrate de sodium et le glycérol, respectivement avec le volume 
d’inoculum est de 2 ml pour l’amylase. Quant aux enzymes protéase et lipase, le volume 
d’inoculum optimale était de 1 ml. 
 
Mots-clés: Aspergillus oryzae, biomolécules, enzymes microbiennes, activité 
antibactérienne et antifongique, extraction des métabolites secondaires.
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 مقـــــــــــــــــدمـــــــــة

غير ملائمة لنمو وكيميائية فيزيائية  من مساحة اليابسة، و هي تتميز بخصائص  %7تشغل التربة المالحة حوالي 
الكائنات الحية الدقيقة، و خاصة الفطريات قادرة على النمو الكائنات الحية، إلا أن الأبحاث أظهرت أن بعض 

 و التكيف  لمثل هذه الظروف، إذ ترجع هذه القدرة إلى تطوير مجموعة مختلفة من الآليات الفسيولوجية للتأقلم

 (Kogej et al., 2005 .)الفطريات دورا أساسيا في صيانة و تسيير النظم البيئية التي تحيط بالإنسان  تلعب
كاستمرار الدورة الطبيعية، و ذلك بتحويل المواد العضوية الميتة إلى مواد قابلة للاستعمال عن طريق تحليلها 

المحررة بالوسط. و منذ وقت طويل يستغل الإنسان هذه القوة المحللة للفطريات لاستعمالها في شتى  اتلأنزيمبا
ضوية، المضادات الحيوية، البروتينات و غيرها الع الغذاء، إنتاج الأحماض و الكحولالمجالات مثل صناعة 

(Schutyser ،2003.) 

الحيوية المتنوعة  جزيئات، وخاصة منها الفطريات الخيطية، بأنها مصدر قيم لل(Mycetae)تعرف مملكة الفطريات 
 -Penicillium notatum   (Al فطرال في 1928ذات الأهمية البيوتكنولوجية منذ اكتشاف البينيسيلين عام 

Fakih  and Almaqtri ،2019 .)على العديد من المستخلصات الفطرية و /  كشف، تم الومنذ ذلك الوقت
ة أو المنتجات الخارج خلوية ذات نشاطية مضادة للميكروبات، والتي توفر مصدراً غنيًا للتطبيقات العلاجي

(Petit et al.,2009)،  مثل ظهور و زيادة عدد البكتيرياخاصة بعد ظهور المشاكل الصحية التي تهدد البشرية 
 Staphylococcus)و Mycobacterium ،  Streptococcusالمقاومة للمضادات الحيوية مثل بعض الأجناس )

أكثر فعالية و أقل سمية  جديدة نشطة بيولوجيا تكون لجزيئاتمما دفع بالباحثين إلى البحث عن مصادر أخرى 
    (Qin et al., 2011) . ضرر على البيئة و 

مزايا  فضلالنباتات أو الحيوانات، وهذا بالمصدر المفضل للأنزيمات مقارنة مع  هي الكائنات الحية الدقيقة 
 اتالأنزيم. يعد استخدام (He et al., 2019)  عديدة مثل الإنتاج السهل والفعال من حيث التكلفة والثبات

ن في التحضيرات الغذائية عملية قديمة، ومع تقدم التكنولوجيا ، تم تطوير إنزيمات جديدة مع مجموعة واسعة م
في  اتالأنزيمدخل ت ، حيثمتواصلا استكشاف مجالات التطبيق الجديدة التطبيقات والخصوصية ولا يزال

 لأغذية والمنسوجات وغيرها. الوقت الحاضر في صناعات عديدة كصناعة المنظفات، الصناعات الصيدلانية و ا
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و الإنتاج استخدام السلالة الملائمة وظروف التنمية أ في اتالأنزيمية الجيدة لهذه الإنتاجية العالية والنوع كمنت
ساسياً أ ئاالإنتاج الكمي الواسع لها شي أصبح المختلفة،تستخدم في الصناعات  اتالأنزيمبما أن هذه  .الأنسب

 .(Raveendran et al., 2018)  وجوهرياً في عالم الصناعة

يعتبر التحويل الحيوي للمخلفات الزراعية إحدى أهم العمليات التي تقوم بها الكائنات الحية الدقيقة نظرا 
المخلفات، و من ناحية أخرى، إنتاج مواد ذات  لإيجابياتها، فمن جهة، تقلل من التلوث الذي تسببه هذه

 جودة عالية.

صلصة الصويا والميسو والدوشى لأكثر  لإنتاجفي التخمرات التقليدية   Aspergillus oryzaeتم استخدام فطر 
. بالإضافة إلى ذلك ، A. oryzaeوالمعالجة اللاحقة لـ  التخمرمن عشرة قرون. ثم بعد ذلك تم تطوير تقنيات 

 (FDA(" من قبل إدارة الغذاء والدواء )GRASعلى أنه "معترف به عمومًا على أنه آمن ) A. oryzaeدراج تم إ
أيضًا لإنتاج  A. oryzae. وعليه، يستخدم (WHO)، وتم دعم سلامته من قبل منظمة الصحة العالمية 

المستقلبات الأولية والثانوية. علاوة على ذلك ، فإن قدرته القوية على إنتاج إنزيمات مختلفة تجعله نموذجًا مثاليًا 
 (.He et al., 2019)  لتعبير الجيني وإفراز البروتيناتللبحث عن ا

في الغذاء كمدعمات غذائية، وفي الصحة كمواد  ،اهتمام الباحثين بالكائنات الحية الدقيقة وتطبيقاتها أصبح

اهتمام . بالإضافة إلى ذلك، ، متزايداصيدلانية علاجية، وفي الصناعة كمواد تجميل ومنظفات وغيرها

الباحثين أيضا بمشكلة الملوحة، وذلك بسبب تحول مناطق زراعية شاسعة سنويا إلى مناطق غير صالحة 

  :رسالة هوالهدف الأساسي من هذه ال للزراعة.

المعزولة من سبخة البيضاء )منطقة  A. oryzaeدراسة الأهمية البيوتكنولوجية لسلالة جديدة لفطر  -
 .البيولوجية للمستخلص الفطريحمام السخنة(، وذلك من خلال دراسة بعض النشاطيات 

 .الجزيئات الحيويةالتعرف على أهم    -
 كمصدر كربوني و نيتروجيني  قليلةتكلفة الزراعية مثل نخالة القمح ذات  استخدام بعض المخلفات   -

 .اتالأنزيمو  الجزيئات الحيويةللفطر لإنتاج 
.روف المثلى التي تزيد من الإنتاجتحديد بعض الظ  -
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ــــــــراجــــــعة المـــــــصادرم   

.1.I جنسAspergillus 
سنة، ومن  200مجموعة متنوعة من الفطريات الخيطية واسعة الانتشار والتي يتجاوز وجودها  Aspergilliتعتبر 

نوع منها لها تأثير على الإنسان صحيا واجتماعيا سواء كانت ممرضة أو ذات أهمية من  185بين أكثر من 
-Al) .....إلخ  Aspergillus niger ،A. oryzae ،A. nidulansلأنزيمات صناعية مثل فطريات حيث انتاجها 

fakih  and Almaktri ،2019.) 

(Trichodermaceae) Aspergillus   هو جنس من عائلة الفطريات الأسكية(Ascomycetous ) التي تم عزلها
الفطريات الداخلية مثل مختلف الأنسجة النباتية، ،  (Hassan and Bakhiet,2017) من بيئات مختلفة

(endophytes )ةالبيئات المائي و  (Monggoot et al., 2018.) 

في الحالة اللاجنسية على أنه من الفطريات الكونيدية من حيث إنتاجه لأعداد   Aspergillusيعرف جنس 
كبيرة من الأبواغ الكونيدية، التي تتميز بكونها وحيدة الخلية جافة وصغيرة الحجم، ويتم إنتاجها من جسم 

ينتمي  (.2008، اسماعيل خليل ابراهيم)منتفخ يوجد في نهاية الحامل الكونيدي ويسمى بالرأس الكونيدية 
له تكون رمية  وأغلب الأنواع التابعة(، Filamentous fungiإلى الفطريات الخيطية )  Aspergillusجنس 
ممرضة للإنسان . تختلف أنواع جنس ( Opportunistic)، والبعض الأخر تكون انتهازية (Saprophyt)المعيشة 

Aspergillus   الكونيدات والخيوط عن بعضها في الصفات المورفولوجية مثل شكل المستعمرات ولونها، لون
 (Vesicles)افة إلى الإختلاف في بعض الخصائص المجهرية مثل شكل وحجم الحويصلات الفطرية، بالاض

هذه الأخيرة تنتج على شكل سلاسل تنشأ من بنية مركزية (، Conidia)و الكونيدات ( Phialides)والفياليدات 
، ومنها اشتق Aspergillumبترتيب شعاعي وتظهر على شكل قالب يشبه مرشة الماء والتي تدعى باللاتينية 

 .(2015) ماهود السوداني ،  (1)شكل أو الرشاشيات  Aspergillusاسم 

 .Aعلى أساس أن الطور الجنسي لها غير معروف مثل:  Aspergillusتصنف الكثير من الأنواع التابعة لجنس 

niger, A. fumigatus , A. flavus, A. parasiticus  وA. oryzae  إذ أنها تمتلك تراكيب تكاثرية عقيمة مثل
) ، إلا ان بعضها تتكاثر جنسيا عن طريق الأبواغ الأسكية ( Hull cells)  الحاضنة لاياالخالأجسام الحجرية و 
نموا سريعا على الأوساط الزراعية الكلاسيكية ) جيلوز،   Aspergillus يبدي جنس (.2015ماهود السوداني ، 

ساعة من الحضن مستعمرات  48( مضاف إليها مضادات حيوية، حيث يلاحظ بعد Saboraudمالت أو 
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ساعة تتخذ هذه المستعمرات ألوان مميزة خاصة حسب كل نوع )  96بيضاء ذات ميسيليوم هوائي، وبعد 
م، إلا أن ° 25و  22عموما في درجة حرارة تتراوح مابين   Aspergillusأخضر، أسود، أصفر ...(. ينمو فطر 
م °40و  37الذي ينمو في درجة حرارة تتراوح مابين  A. fumigatusهناك بعض الأنواع محبة للحرارة مثل 

 (.Morin ،1994) م °57وأحيانا تصل إلى 

 
 . Aspergillus sp.  ((Tabuc, 2007أهم الخصائص المورفولوجية لفطر    .1شكل 

 

لأغراض الصناعات الغذائية أو لإنتاج مواد أولية تستخدم في تصنيع   Aspergillusتستخدم بعض أنواع جنس 
، إلا أن  (2008، ابراهيم  ليل)اسماعيل خالأغذية مثل حامض الستريك وغيرها من الأحماض العضوية الأخرى 

ض هذا الجنس هي من الأعفان الرمية، ومع ذلك فإن البعض منها مسبب للعديد من الأمرا أنواع غالبية
من أكثر الإصابات الفطرية  Aspergillusتعد الإصابة بالأنواع المختلفة لفطر  ن ، الإنسان والنبات.للحيوا

شيوعا والأكثر انتشارا، حيث تحدث الإصابة بها نتيجة لاستنشاق الأبواغ والتي تتمكن من الوصول إلى 
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الحويصلات الرئوية بأضعف تيار هوائي نتيجة لحجمها الصغير مؤدية بذلك إلى الإصابة بمرض الرشاشيات 
بالإضافة إلى ذلك، فالعديد منها   .(2015عبيد جاسم و فلاح عزيز، ) plumonary aspergillosisالرئوي 

 ,aflatoxinsمثل :   mycotoxinsلها القدرة على إنتاج المركبات السمية والتي تسمى بالسموم الفطرية 

ochratoxins, gliotoxins, funagillin, helvolic acid (fumigacine), fumitermogin A   و
asphemolysine وغيرها (Al-Fakih and Almaqtri, 2019.) 

طبية والصيدلانية في العديد من المجالات ال Aspergillusمن جهة أخرى يقوم الباحثون بتطبيق واسع لجنس 
(، Li et al., 2005) نوية ذات الأهمية البيوتكنولوجية، وذلك لأنه مصدر للعديد من المستقلبات الثاوالتجميلية

بيتيرولاكتون والذي يملك نشاطية مضادة للفطريات كذلك أسبيرجيليبيبتيد و –ميثيل بوتيل( -3مثل: )
إلى مركبات ذات نشاطية مضادة للأكسدة بالإضافة ، ( Ma et al., 2017 Y)أستيلوتوكسين المضادة للفيروسات 

 Derui et)المضادات لداء السكري  Eو اسبيلفينون  Eهيدروكسي سيركيمات و إيزو اسبيلفينون  -2 مثل:

al., 2015،) 3-اندول -4-1ميثيل -1و )  [بيبرازينيل-1-ميثوكسي فينيل( -2)-4]ادات السرطان مثل مض-
مثل: الليباز، الفا أميلاز، البروتياز، وكذلك البروبيوتيك والمواد  اتالأنزيم. إضافة إلى  (He et al., 2012)يل( 

 .(Al-Fakih and Almaqtri ،2019) (statins) المخفضة للكولستيرول 

.1.1.I فطر Aspergillus oryzae 

.1.1.1.Iالتصنيف  
 . Weber   (2007) وWebsterحسب    Aspergillus oryzaeيصنف نوع  

        Eucomycota   المملكة:              
     Ascomycota                  الشعبة:

 Plectomycetesالصف:               
  Eurotialesالرتبة:                       

    Trichocomaceae العائلة:            
 Aspergillus         :              الجنس
  A.oryzae                   :     النوع
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وهو من الفطريات الخيطية الهوائية حيث يبدي في بداية نموه  A. flavusإلى مجموعة   A. oryzaeفطر ينتمي 

 ي غير معروف ، إلا أن الأبواغمستعمرات بيضاء اللون ثم تميل إلى اللون الأصفر المخضر، تكاثره الجنس

م °36-26ميكرومتر. درجة الحرارة المثالية لنموه ما بين  7بسهولة في الهواء بقطرجنسية ) الكونيديا( تتشكل لالا

( Barbesgaard ،1992.) 

 A.oryzae لفطر البيوتكنولوجية الأهمية 1.1.1
 

الصويا في أوربا صلصة يحضر لانتاج ركب وهو م kojiفي إنتاج  A. oryzaeسنة استعمل فطر  2000لأكثر من 

يمكن استعمالها كمركبات غذائية باعتباره فطر غير  فإن كلا من الفطر وإنزيماتهو أسيا، بالإضافة إلى ذلك 

ونظرا لأمنه (. WHO/ FAO) منظمة الصحة العالمية و منظمة الأغذية والزراعة من طرف( G RA S)ممرض 

على مطلع   .(He et al., 2019) كذلك فهو يستعمل لإنتاج العديد من المستقلبات الأولية والثانوية ذات أهمية

السلم الصناعي  لىأول إنزيم منتج ع،  α-amylaseلأول مرة  كمصدر لإنزيم    A.oryzaeالقرن العشرين، استعمل 

الأصلية و  اتالأنزيمأصبح يستعمل في إنتاج العديد من الحين  من أجل الاستعمال الغذائي، و منذ ذلك

ممرض،  إلا أن  A.oryzae لم يعرف بأن إلى حد الآن  للإنتاج الغذائي. (Heterologous enzymes)المصنعة 

تكون قادرة على إنتاج كميات ضئيلة من المستقلبات الثانوية ذات سمية منخفضة إلى متوسطة  بعض عزلاته قد

 مثل: 

 nitro propionic acid - 3- β  ، Kojic acid   وCyclopiazonic acid  ، و يمكن التحكم في إنتاج هذه

و  A. oryzae بالرغم من كون .( Olempska، 2006)عن طريق استعمال ظروف مناسبة  الحد منهاالمركبات و 

A. flavus   المجموعةينتميان لنفس Flavi  و تحت الجنسCircumdatiفإن ، A. oryzae  يختلف عنA. flavus  من
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الحديثة أظهرت  أن بعض عزلات هذا الفطر تملك  تالدراساإلا أن . Aflatoxinesحيث عدم إنتاجه لسموم 

 Machida)إلا أن ذلك يتم تحت ظروف تحفيزية ،  Aflatoxines مورثات بنيوية و تنظيمية  تدخل في تصنيع

et al.,2005؛ Olempska  ،2006). 

 .Aالطاقم الجيني لكل من  من نه أكبربأوجد  الذيإلى الطاقم الجيني للفطر، المميزات ترجع هذه      

fumigatus   وA. nidulans   وهو يحتوي على تتابعات خاصة غنية  .على الترتيب   %29 و  %34بحوالي

، وخاصة التي تدخل في بناء المستقلبات الثانوية )أنزيمات الإماهة ، استقلاب  لمورثات المسؤولة عن الاستقلاببا

 A.oryzae. حديثا يستعمل (Machida et al., 2005)سكريات(   /الأحماض الأمينية و نواقل الأحماض الأمينية

  Lui et al., 2009) (Recombinant proteines)البروتينات المعدلة وراثيا  لإنتاجكحامل )عائل( للتعبير الجيني 

 Kitamoto et)في إنتاج إنزيمات تجارية  A.oryzae، إذ تسمح هذه الآليات الجزيئية بتطوير استعمال فطر  (

al., 2005).   كما أن التقدم الأخير في تكنولوجيا تسلسل الجيل التالي عزز البحث في الجينوم الوظيفي للفطر

 .(He et al., 2019)ب دورا في عمليات التخمر للسلالات التي تلعلتحسين الوراثي وهو مايساعد على ا

و  تشابك الميسيليوم،و ، كالنمو الخيطي  بخصائص بيولوجية أساسية A.oryzaeبالإضافة إلى ذلك يتميز    

 Saccharomycesوحيدة الخلية مثل : الفطرياتتعدد الخلايا و التي لم تدرس في و اللاجنسية ، التكاثرية البنيات 

cerevisiae  (Kitamoto et al., 2005 ).  تعتبر أنزيماتCutinase  مسؤولة عن إماهة و تحليل الحشوة الدهنية

و بالتالي يمكن استغلالها في إماهة الجزيئات  ،(Cutin lipid polyester matrix)متعددة الأستر في النباتات 

وأثبتت  ، A.oryzaeمن فطر  اتالأنزيممتعددة الأستر الصغيرة مثل المواد البلاستيكية. وقد تم استخلاص هذه 

 المستخلص من فطر الأنزيمم مقارنة مع نفس °59قدرتها على تحمل الدرجات العالية للحرارة التي تصل إلى 
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Fusarium solani  م °56و التي كانت(Lui et al., 2009.)يستعمل كعامل بروبيوتيك في تغذية الدواجن  كما

(Lee et al., 2006.)  

مواد مضادة  انتاجأهمية طبية و صيدلانية كبيرة ، نظرا لقدرته على  A.oryzaeلفطر  فإن و من جهة أخرى

هذه المميزات تدعم فكرة أن . Penicilline  بالإضافة إلى  Oryzachlorinو  Asperfuranللفطريات مثل : 

  في البيوتكنولوجيا الحديثة الاستعمال خمر وهو الكائن الحي الدقيق المناسب لعمليات الت A. oryzaeفطر 

(2010., et al Junichiro).  

.2.Iالجزيئات الحيوية 
ذات المصدر الطبيعي على حياة الإنسان، وخاصة في المجالين الصيدلاني  الجزيئات الحيوية تؤثر   

 . (Nicoletti  and Vinale ،2018) والبيوتكنولوجي بصفة عامة

 البكتيريوسيناتهي عبارة عن مواد من أصل حيوي وهي تختلف وتتنوع حيث نجد:  الجزيئات الحيوية النشطة

(Bacteriocines ،) بيبتيدات NRPS ، المضادات الحيوية...إلخ. وهي تختلف من نوع لأخر حسب طريقة

 Guo etحسب  الجزيئات الحيوية النشطةأخرى تعرف  من جهة. (Essodolom ،2016)  تصنيعها ونشاطيتها

al. (2008)  على أنها مواد عضوية طبيعية ذات أوزان جزيئية منخفضة، هذه المركبات تنتج من طرف كائنات

 مضادة لكائنات حية دقيقة عند تراكيز منخفضة. حية ولها نشاطية

يمكن تقسيم جميع مركبات النظام البيولوجي إلى مجموعتين كبيرتين: الاولى هي المستقلبات الأولية وهي عبارة 

مثل الكربوهيدرات والبروتينات والدهون، أما المجموعة الثانية فهي  عن مواد كيميائية تهدف إلى النمو والتطور

ستقلبات الثانوية والتي يتم انتاجها غالبا في مرحلة متأخرة من النمو، وليس لها أي وظيفة في النمو ، تشمل الم

http://www.refdoc.fr/?traduire=en&FormRechercher=submit&FormRechercher_Txt_Recherche_name_attr=auteursNom:%20%28MARUI%29
http://www.refdoc.fr/?traduire=en&FormRechercher=submit&FormRechercher_Txt_Recherche_name_attr=auteursNom:%20%28MARUI%29
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ومن بين هاته المستقلبات بعض المواد التي تؤثر على الأنظمة الحيوية لكائنات حية أخرى وعليه جاءت تسمية 

 (.Azmir et al., 2013)  (Bioactive molecules)النشطة  لجزيئات الحيويةهذه المركبات با

1.2.I.  يوية الجزيئات الحتصنيف و إنتاج 

أظهرت العديد من الأبحاث أن الفطريات والبكتيريا وكذلك النباتات والبكتيريا الداخلية الخيطية للنباتات، 

للميكروبات،  ةداضمبإمكانها أن تشكل مصدر لمختلف المركبات الطبيعية التي لها نشاطيات بيولوجية مختلفة: 

. وعلى وجه العموم ومن خلال (Zhao et al., 2011)  للإلتهاب بالإضافة إلى مضادات للأكسدة، للسرطان

 Steroids)) السترويدات ،Terpenoids)) التربنويدات الأبحاث فقد وجد أن هذه المركبات تنتمي غالبا إلى

 القلويدات ،المركبات الأليفاتية  ، (Peptides)لبيبتيدات ا ، Phenols) ) الفينولات ،  Quinones)) كينونات،

(Alkaloids)  ،Anthraquinones ،Arylcoumarins ،Ansamycins ،Coumarins ،Macrotetrolide ، 

Macrolides، الفلافينويدات ( (Flavonoides  (Qin et al., 2011 ; Azmir et al., 2013) (2شكل). 
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 (alkaloidsلويدات )الق

 

sesqueterpenes )    (                    أحادية تربينات  سيسكتيربينات (monoterpenes) 

 
 

triterpenes, saponins, steroid)                   )  
 (Flavonoid)فلافونويدات                              تربينات ثلاثية، سابونينات، ستيرويدات

 

 

       (Polyketides)  متعدد الأسيتيلان                           يتيداتسمتعدد ال polyacetylenes)) 

 ,.Azmir et al)  الجزيئات الحيويةالعامة لمختلف المجموعات التي تنتمي إليها الكيميائية التركيبات  .2شكل 
2013.) 
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في مجموعات مختلفة غير متناسق، بل يعتمد على تحديد تصنيف  النشطةالجزيئات الحيوية لا يزال تصنيف 

م من خلاله وصف المسارات ، والذي يت (Biosynthetic class)البناء الحيوي  حسبمثلا: التصنيف  خاص

 : الجزيئات الحيوية النشطة، حيث هناك أربع مسارات أساسية لبناء الحيوية

 Shikimic acidميك كيمسار حمض الشي -1

 Malonic acidمسار حمض المالونيك  -2

 Mevalonic acid  مسار حمض الميفالونيك -3

   (non-mevalonate pathway)  غير الميفالوناتأو مسار   MEPمسار  -4

لويدات عن طريق الأحماض الأمينية العطرية و الأليفاتية الناتجة قفعلى سبيل المثال يتم إنتاج ال

ميك كيالمركبات الفينولية عبر مساري حمض الشي ميك. في حين تنتجكيمن مسار حمض الشي

 ,.Azmir et al )حمض الميفالويك  ية من مساروحمض المالونيك. بينما يتم انتاج المركبات التريبين

2013.) 

.1.2.I الجزيئات الحيويةمصادر 
الطحالب، الطحالب النباتات،  : الطبيعية المختلفة مثل مباشرة في الأنسجة الجزيئات الحيويةتمت دراسة 

الدقيقة، البكتيريا والفطريات، وفي هذا الصدد أجريت العديد من الدراسات العلمية على هذه المركبات 

  .(Joana Gil‐Chávez et al., 2013) ومصادرها

 



 

12 
 

ــــــــراجــــــعة المـــــــصادرم   

1.2.2.I . ةـــــة النباتيــــــــــنسجالأ 

على فيسيولوجية ومرحلة نمو هذا النبات، وعليه يمكن يعتمد البناء الحيوي للجزيئات الحيوية ذات أصل نباتي 

) ، إيزوبرينويدات (Polyktides) تيدات البوليس النباتية إلى خمس مجموعات: الجزيئات الحيويةتقسيم 

Isoprenoides )قلل، ا( ويداتAlkaloides) ،Phenylpropanoides   وFlavonoides تستعمل هذه .

 القيمة الغذائيةاقترح استعمالها كمضافات غذائية لزيادة  كماالجزيئات بشكل واسع في إنتاج المواد الصيدلانية،  

 .(Joana Gil‐Chávez et al., 2013)لأطعمة ل

2.2.2.I .الطحالب والطحالب الدقيقة 

تعتبر الطحالب مصدرا طبيعيا مثيرا للإهتمام لمركبات جديدة التي لها نشاطيات مضادة للأكسدة، ومضادة 

للميكروبات والفيروسات. تعيش هذه الكائنات في ظروف بيئية قاسية وعليها أن تتأقلم بشكل سريع، لذلك 

‐Joana Gil)أليات الدفاع الطبيعي  فهي تقوم بإنتاج مستقلبات ثانوية مختلفة ذات نشاطية بيولوجية تساهم في

Chávez et al., 2013) . 

بعض الأصباغ  وظيفية بما في ذلك ركباتتفرز الطحالب الدقيقة مجموعة واسعة من المركبات التي تستعمل كم

،  Carotenoîdes   ،Polyphenols ، Flavonoids، Quercetin ،Catechin المضادة للأكسدة مثل:

Tiliroside  و مشتقات الأحماض والبيبتيدات الثنائية(Joana Gil‐Chávez et al., 2013).   مع ذلك ليس و

نشطة بيولوجيا يجعل الطحالب محط اهتمام الكثير من الباحثين، حيث تتميز كذلك  فقط وجود مركبات

الجزيئات يؤدي إلى إثراء وإنتاج مجموعة محددة من ما كبير وإمكانية نموها تحت ظروف بيئية مختلفة، ال هابتنوع
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التي يمكن أن تكون مفيدة كجزء من الأدوية الجديدة أو المكملات الغذائية في الصناعات الصيدلانية  الحيوية

 .(Joana Gil‐Chávez et al., 2013)والغذائية على الترتيب 

3.2.2.I .الفطريات( الكائنات الحية الدقيقة( 

استعملت الكائنات الحية الدقيقة كمصدر لإنتاج الجزيئات الحيوية المختلفة، وهذا يشمل البكتيريا، البكتيريا    

 الجزيئات الحيويةنوع من  23000، وقد تم تعريف حوالي (Kaur et al., 2015)الخيطية الداخلية و الفطريات 

 Joana Gil‐Chávez et) يقةقلكائنات الحية الدالميكروبية الأصل والتي تم عزلها من مجموعات جد قليلة من ا

al., 2013)  ،يمكن استعمال هذه المركبات في الأغذية كمكملات غذائية، معززات للنكهات، مواد نسيجية .

 Isoprenoidsمواد حافظة، معدلات للحموضة ومثخنات. من أهم الجزيئات الحيوية المعزولة من البكتيريا : 

 Stilbene  (Joanaمثل مشتقات   Phenylpropanoids( و lycopeneو  β-carotene ) Carotenoidsمثل 

Gil‐Chávez et al., 2013). 

مقارنة مع النباتات و  الجزيئات الحيوية النشطةيرجع الإستعمال الواسع للكائنات الحية الدقيقة في انتاج 

. وعلاوة على ذلك نية المعالجة البيئية والجينيةالحيوانات إلى بساطة الحصول على إنتاج عالي بالإضافة إلى إمكا

تعد الكائنات الحية الدقيقة مصدرا ممتازا لإنتاج العديد من المركبات المهمة التي يتم انتاجها فقط بكميات 

 .(Joana Gil‐Chávez et al., 2013)ضئيلة. 

، حيث أنها توفر مصدرا  (Baker and  Alvi ،2004) تعتبر الفطريات مصدرا تاريخيا مهما للمستقلبات الثانوية

وجد أن  .غنيا للمركبات ذات التطبيقات العلاجية بما في ذلك المضادات الحيوية والمضادات الفطرية والفيروسية

 Kaur et)والاحماض العضوية  اتالأنزيمالعديد من الفطريات و/أو مستخلصاتها يتم استغلالها أيضا في إنتاج 
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al., 2015)  . تم الحصول على عدة مضادات حيوية من الفطريات الداخلية للنباتات من بينهاCyclo (Pro-

Thr)   و  Cyclo (Pro-Tyr)البيبتيدية لهما نشاطية ضد بكتيرية الحيوية  وهما نوعان جديدان من المضادات

(Cui et al., 2008 .) كما أظهرت مجموعة من الأحماض الفينولية المتحصل عليها من الفطر الداخليPhoma 

sp.  الغرام موجبة مضادة للبكتيريانشاطية (Hoffman et al., 2008)  بالإضافة إلى كل من المركبين .

Altersolanol A  3و-O-methylalaternin  من طرف الفطر الداخلي  المنتجينAmpelomyces sp.  و

كما تم عزل نوعين من مضادات (. Aly et al ., 2008) أظهرا نشاطية مضادة للبكتيريا موجبة الغرام اللذين 

من الفطر  Chaetoglobsins Cو Alkaloids ، Chaetoglobsins Aالفطريات تنتمي إلى عائلة 

Chaetomium globsum  (Qin et al., 2011)،  بالإضافة إلى بعض المضادات الحيوية التي تنتمي إلى المركبات

 Phompsis sp.  (Li et al., 2008)لمعزولة من الفطر ا Cytosporone Cو  Cytosporone Bالأليفاتية مثل: 

 .(3شكل )
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 .(Li et al., 2008)بنية بعض المركبات الطبيعية المعزولة من الفطريات  ذات النشاط الضد ميكروبي   .3شكل 
 
 
 

من جهة أخرى وفي ظل ظروف بيئية ملائمة من درجة الحرارة، الرطوبة، الأس الهيدروجيني وتركيب المادة ، 

من بين المئات وأكثر السموم . Mycotoxinsيمكن للفطريات الخيطية إنتاج مستقلبات ثانوية سامة تسمى 
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)  نوع لها تأثير مهم على صحة الإنسان و الحيوان بسبب سميتها 30الفطرية التي تم تعريفها هناك حوالي 

Bennet و Klich ،2003) : تنتج هذه السموم خاصة من طرف السلالات التي تنتمي إلى الأجناس .

Aspergillus ،Penicillium   وFusarium (Tabuc, 2007).  بعض المستقلبات الثانوية التي تنتجها بعض

، وهي تعد من المركبات شديدة الخطورة بالنسبة Aflatoxinsعرفت باسم سموم   Aspergillusأنواع جنس 

الباحثين منذ  من لكثيرولقد حضت باهتمام ا .( Belhattab and Larous, 2008) ة الإنسان و الحيوانلصح

وإلى  .اكتشافها في أواخر عقد الستينات من القرن العشرين إلى يومنا هذا، مقارنة بالسموم الفطرية الاخرى 

جانب ذلك فقد عملت هذه السموم على تقديم أداة فعالة بيد الباحثين لغرض دراسة الأمراض السرطانية 

 (.Al-fakih ,2019  and Almaktri)ا إلى الجسم الحي نظرا لقدرتها على إحداث الأورام السرطانية عند دخوله

ات الاهمية الصناعية والصيدلانية لعديد من المركبات ذالقدرة على إنتاج ا  Aspergillusالعديد من أنواع  تملك

كمضادات سرطانية،   Aurasperon H، وتينوليد كعوامل مضادة للإلتهابمن بينها: مشتقات الب

Asperchondols A, B   كمضادات بكتيرية (Lui et al., 2017 ) ،Aspergivons A,B  المضادة للسرطان

-CJومركب   Aspochalasin B , D، بالإضافة إلى مضادات الميكروبات (Ma et al., 2017 X) والبكتيريا 

والذي أبدى نشاطية مضادة للبكتيريا المقاومة   Aspergillus ochraceusالمعزول من فطر   17.665

Staphylococcus aureus (Al-fakih, 2019 and Almaktri.) بالإضافة إلى مضادات الفطريات– 

butyrolactone II ( 3-methylbutyl) 3ّ :مضادات الفيروسات مثل ،Aspergillipeptids   وAsteltoxins 

 (Ma et al., 2017 X،)  2بالإضافة إلى مضادات الاكسدة- hydroxycircumdatic    ومضاد السكري

Isoaspulvinone E  كلها مستمدة من  Aspergillus   (Al-fakih, 2019  and Almaktri.) 
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3.I  .الميكروبية في التطبيقات البيوتكنولوجية اتالأنزيم 
 

يستعمل فيه الأنظمة الحيوية، سواء كانت خلايا الكائنات الحية، أو  البيوتكنولوجيا هي أي تطبيق تقني      

والأحماض العضوية و الفيتامينات...إلخ، في  اتالأنزيممشتقاتها مثل بعض المنتجات الخلوية كالبروتينات، و 

  للإنسانعمليات التصنيع لإنتاج العديد من المنتجات الحيوية أو تعديلها، والتي تكون في النهاية ذات فائدة 

(Naz, 2015). 

3.I .1 .ةــــــــــــــــــص عامــــــــــــائــــــــــف وخصــــــــــــــــتعري  

هي عبارة عن محفزات بيولوجية تسرع التفاعلات الكيميائية الحيوية ، و يمكن استخلاصها من الخلايا  اتالأنزيم

هي جزيئات كبيرة  اتالأنزيمالحية واستخدامها لتحفيز مجموعة واسعة من التفاعلات المهمة بيوتكنولوجيا. 

(Macromolecules) الحمض النووي الريبي من البروتينات أو RNA (Ribonucleic acid وتسمى )RNA  

هي محفزات جد نوعية  اتالأنزيمبالإضافة إلى كفاءتها العالية ، . Ribozyme (Bataich ،2014)المحفزة أو 

  .(Gramner et al., 2008) حيث تكون خاصة بكل نوع ومادة تفاعل وهذا راجع لما يسمى بالموقع النشط 

استخلاصها من النباتات  بقىالصناعية من مصادر نباتية ، حيوانية أو ميكروبية، ومع ذلك ي اتالأنزيمتأتي 

الميكروبية في: الإنتاج  اتالأنزيموالحيوانات محدود نظرا لصعوبة السيطرة عليها في الواقع ، وتتمثل أهم إيجابيات 

نتاج غير باهضة الثمن، زيادة مردود الإلخام المستقل عن القيود الموسمية و الجغرافية، إمكانية استخدام المواد ا

 (.Scriban ،1993)الميكروبية وتحسين ظروف الانتاج  بشكل كبير عن طريق تحسين السلالات
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أهمية خاصة في العديد من المجالات الصناعية، ومن المعروف أنها هي الأفضل ويتم  الميكروبية اتالأنزيملبعض 

الحصول عليها من مختلف الكائنات الحية الدقيقة ، وعلى الرغم من اكتشافها في القرن العشرين، إلا أن 

مستمر. وأصبح ( في تقدم Bioindustryالدراسات حول عزلها وتحديد مميزاتها وتطبيقها في الصناعة الحيوية )

من . ذات مصدر ميكروبي في العديد من العمليات الصناعية المختلفة اتالأنزيمبالفعل استخدام العديد من 

الحموضة،  وبين المميزات الخاصة للأنزيمات الميكروبية قدرة نشاطها في ظروف غير طبيعية خاصة درجة الحرارة 

. الكائنات أو محبة للحموضة أو العكسالميكروبية على أنها محبة للحرارة  اتالأنزيموبالتالي يتم تصنيف بعض 

الحية الدقيقة التي تمتلك أنظمة أنزيمية ثابتة حراريا والتي يمكن أن تعمل في درجات حرارة أعلى من المعتاد ستقلل 

 . (Robinson  ،2015) من إمكانية التلوث الميكروبي في التفاعلات الصناعية لفترات طويلة

I. 2.3. الكائنات الحية الدقيقة مصدر للأنزيمات ذات تطبيقات بيوتكنولوجية 

كائنات حية دقيقة تم تمييزها   من طرفالتي يتم تصنيعها  اتالأنزيمتستخدم البيوتكنولوجيا مجموعة واسعة من 

وتصميمها عن قصد وتحسينها لإنتاج أنزيمات ذات جودة عالية في التطبيقات الصناعية. وبالتالي تمت دراسة 

الميكروبية لخصائصها المميزة ، ولقد سمحت تقنيات البيولوجيا الجزيئية الحديثة بتكييف الكائنات الحية  اتالأنزيم

، وإنما لانتاج أنزيمات ذات خصائص مطلوبة مثلا:  الأنزيمقط لإنتاج مردود عالي من الدقيقة المختارة، ليس ف

 الأنزيم، الاستقرار في الظروف الحمضية أو القاعدية والحفاظ على نشاطية (Thermostability) الثبات الحراري 

بالإضافة إلى إمكانية زرع  .(Robinson  ،2015)تحت ظروف التفاعلات مثل وجود معادن أو مركبات أخرى 

الكائنات الحية الدقيقة بكميات كبيرة في وقت قصير عن طريق عمليات التخمر و أيضا بسبب قابلية التلاعب 

 ( .1جدول )بالجينات 
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 (.Vittaladevaram ،2017)الصناعية ومصادرها من الكائنات الحية الدقيقة  اتالأنزيم بعض .1جدول 

 الكائن الحي الدقيق الأنزيم المصدر

 Proteases بكتيريا
Amylases 

Pencillinase 

 
Bacillus subtilis 

 Lactase خمائر
Invertase 

Saccharomyces fragilis 
Saccharomyces cerevisiae 

 
 

 

 فطريات خيطية

Proteases 
Amylases 
Catalase 

Glucose-oxidase 
Glucosidases 

Cellulase 
Dextrinase 
Pectinase 

Lipase 
 

Aspergillus niger 
Aspergillus oryzae 
Aspergillus niger 

Penicillium notatum 
Aspergillus   flavus 

Aspergillus  sp 
Penicillium sp 

Aspergillus niger 
Aspergillus niger 

 

1.2.3.I .  الميكروبية اتالأنزيمتطبيقات 

، النسيج، الأطعمةع في الصناعات مما يشمل: الجلود، ذات مصدر ميكروبي على نطاق واس اتالأنزيمتستعمل 
  (.Vittaladevaram  ،2017)  (2جدول ؛  4) شكلمستحضرات التجميل، المنظفات والمواد الصيدلانية 
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 (.Vittaladevaram ،2017)الميكروبيـــــة  اتالأنزيمتطبيـــــقات  .4شكل 
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 (.Vittaladevaram ،2017)الصناعــــــــية ذات مصدر ميكروبي  اتالأنزيمتطبيقات  .2جدول 
 التطبيقات المصدر الميكروبي الأنزيم الصناعة

 

 

 الصيدلة

Penicllin oxidase 

Streptokinase 

Collagenase 

Alpha-amylase 

Galactosidase 

Pencillium sp. 

Streptococci sp. 

Clostridium 

perfringens 

Bacillus sp. 

Acinetobacter 

 

    
 

صناعة 

 الخبز

Amylase 
Lipase 

Glucose oxidase 
Transglutaminase 

Bacillus sp. 
Candida lipolytica 

Penicillium 
purpurogenum 

Streptoverticillium 
sp 

 

 

 

 

صناعة 

 الألبان

Lactase 
Transglutaminase 

Lactobacillus sp. 
Streptoverticillium 

sp 

 

 

صناعة 

 المشروبات

Amylase 
Cellulase 

Bacillus sp. 
Clostridium sp. 

 

 إماهة النشاء

صناعة 

 الأغذية

Polygalacturonases 
Xylanase 

Aspergillus 
sp.,Bacillus sp. 

 هضم النشاء
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صناعة 

 البوليميرات

Lipase 
Peroxidase 

Candida sp. 
Pseudomonas sp 

 

 تحضير البوليستير

صناعة 

 الورق

Xylanase 
Amlyase 

Bacillus sp نقـــــاوة الورق وزيادة لبه 

دباغة 

 الجلود

Proteases 
Lipase 

Bacillus sp., 
Aspergillus sp. 

Candida sp 

 إزالة الشعر والنسيج المتبقي

 إزالــــــــــة الدهـــــــون

 

صناعة 

 الأنسجة

Cutinase 
Collagenase 

Pectate lyase 
Amylase 

Laccase 
 

Catalase 
 
 

Pseudomonas sp. 
Clostridium 
histolyticum 
Bacillus sp., 

Bacillus 
licheniformis 

Bacillus subtilis 
Aspergillus sp 

 

 

 

 

 

 

 

 إنزيم الأميلاز Amylase 

، حيث لها القدرة على ميلوبكتين والمالتودكسترينو الأ أنزيمات الأميلاز هي أنزيمات محللة للنشاء، الأميلوز

بشكل كبير في كل الكائنات  اتالأنزيمللسكريات المعقدة. تتواجد هذه  α( 4-1)إماهة الروابط الغلوكوزيدية 

واستقرارها وكذلك من أجل الحية، ومعظمها هي أنزيمات معدنية حيث تحتاج إلى الكالسيوم من أجل نشاطها 

 . يمكن تمييز ثلاثة أنواع من أنزيمات الأميلاز وهي : (Raveendran et al., 2018)نضجها 



 

23 
 

ــــــــراجــــــعة المـــــــصادرم   

  ( أميلازE.C. 3.2.1.1 ) يحفز هذا النوع من أنزيم 1700وهي أنزيمات إماهة تشمل أكثر من . 

، Martinelle)عقدة وتحويلها إلى سكريات بسيطة للسكريات الم α( 4-1)تكسير الروابط  اتالأنزيم

1995.) 

 β-  2.1.2) أميلاز(E.C. 3.  بتحرير سكر المالتوز بالتتابع انطلاقا من النهاية غير  اتالأنزيمتقوم هذه

في نقاط التفرع، وبالتالي يترك ( 6-1) وجزيئة الأميلوبكتين، لكنه يمنع الروابط  نشاءالمرجعة لجزيئة ال

 .β (Martinelle ،1995)بقايا من الأميلوبكتين تسمى دكسترين ذو نهاية 

  غليكوأميلاز(Glucoamylase  أوAmyloglycosidase) (E.C.3.2.1.3)  وهي أنزيمات محللة كليا

تستعمل وكوز من أجل تشكيل  سكر المالتوز. غلD–للنشاء و الأميلوبكتين وتحويلها إلى جزيئات 

غلوكوز D–أميلاز من أجل إنتاج محلول شراب الدكستروز و - αتجاريا مع أنزيمات   اتالأنزيمهاته 

 (.Martinelle ،1995)البلوري 

 ات فيكفي أن نعلم أنالأنزيمنتاج إلتوضيح الدور الهام الذي تساهم به الكائنات الحية الدقيقة في       

 نزيمات. أنوع من البروتينات معظمها عبارة عن  3000خلية واحدة من بكتيريا تصنع داخلها حوالي      

 Streptomyces ، Bacillusمن أهم الكائنات الحية الدقيقة المنتجة لأنزيم الأميلاز بعض أنواع 

subtilis، ،Klebsiella sp ، Pseudomonas ،Clostridium ،Rhizopus ،Aspergillus ،

Monilia ،Penicillium  وMucorإضافة إلى بعض الخمائر .(Gupta et al., 2003). 
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الفطرية عن البكتيرية من حيث  اتالأنزيميمكن تمييز نوعين من أنزيمات الأميلاز : الفطرية والبكتيرية، إذ تختلف 

ثلى الم ودرجة حموضتها( saccarification )سكيرتعالية على الال بيطها عن طريق درجة الحرارة ،  قدرتهاتث

البكتيريا المنتجة للأنزيمات عددها قليل نسبيا بالمقارنة مع الفطريات ،  (.Costes ،1982)  (5-4) منخفضة 

لا يوجد و  Bacillusومعظم البكتيريا المنتجة للأنزيمات التجارية تتبع الجنس الهوائي المكون للأبواغ وهو جنس 

مما يعني ندرة ، Klebsiella pneumoniaeالتجارية سوى البكتيريا  اتالأنزيممن البكتيريا السالبة الغرام ماينتج 

الخارجية في البكتيريا سالبة الغرام وزيادة تكلفتها وصعوبة الحصول عليها. أما بالنسبة للفطريات  اتالأنزيم

 و  Rhizopus ،Penicilliumالخيطية المنتجة للأنزيمات التجارية فتشمل بشكل واسع الأجناس: 

Aspergillus. 

الورق ، الغزل و النسيج وكذلك في صناعة الخبز، حيث يقوم بتحليل النشاء  يستخدم أنزيم الأميلاز في صناعة

الذي يعطي الخبز الشكل  2COإلى سكر وبالتالي يمكن للخميرة أن تخمر الغلوكوز وتنتج كميات كبيرة من غاز 

في صناعة الكحول وذلك بتحويل المواد النشوية إلى سكريات قابلة للتخمر،  الأنزيمالأسفنجي. كما يستعمل 

في بعض الصناعات الطبية  الأنزيمإضافة إلى ترويق عصير الفواكه من النشويات العالقة .  كما يستعمل 

المحللة  اتالأنزيمفي عمليات التنظيف الجاف بخلطه مع  الأنزيموالدوائية وإنتاج الغلوكوز الطبي.كما يستخدم 

 (.Gupta et al., 2003)للبروتينات في مساحيق التنظيف 

 أنزيم البروتياز Protease 

أي تقوم بتحليل البروتين إلى مواد (، E.C. 3.4.2.1.2.4) ماهة أنزيمات الإمن  المحللة للبروتينات اتالأنزيمتبر تع

. (Pelmpont ،1995) غير نشط  Zymogeneعموما على شكل   اتالأنزيمأبسط في وجود الماء. تكون هذه 
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حمضية،  بروتياز يمكن تصنيف أنزيمات البروتياز حسب درجة الأس الهيدروجيني حيث تكون النشاطية مثلى إلى:

كما يمكن أن تقسم حسب الموقع النشط إلى قسمين: أنزيمات ،  (Kumar et al., 2008) قاعدية و معتدلة 

أنزيمات البروتياز الخارجية و  ،تقطع الروابط البيبتيدية داخل السلسلةالتي ، endopeptidaseالبروتياز الداخلية 

exopeptidase  النهاية التي تعمل ( على قطع الروابط انطلاقا من النهايات للسلسلة البيبتيديةN   أوC )

(Raveendran et al., 2018). 

لأنزيمات البروتياز أهمية كبيرة في المجال الصناعي وهي تنتج من طرف العديد من الكائنات الحية الدقيقة مثل 

، وكذلك  B. subtilis ،Serratia  ،Clostridium sporogenes ، Bacillus niegateriumالبكتيريا بما فيها: 

. ومن أهم Penicillium (Sandhya et al., 2005a) و   Aspergillus  ،Mucorبعض الفطريات مثل: 

في المجال الصناعي : صناعة المنظفات و الغراء، صناعة ودبغ الجلود لإزالة الصوف والشعر  الأنزيماستعمالات 

منها وتحسين جودتها، صناعة الحرير، صناعة بعض المستحضرات الطبية مثل إنتاج زيت كبد السمك ومراهم 

روبات التي تتكون بها تقليل مدة الطهي، ترويق بعض المشو الحروق، تطرية اللحوم مما يزيد القدرة على هضمها 

إلى العلف الحيواني يزيد من كفاءته الهضمية ، بالإضافة  الأنزيمعكارة أثناء التخزين، بالإضافة إلى أن إضافة 

 تخمرإلى استعماله في الصناعات الغذائية مثل صناعة الأجبان من خلال تحسين نكهتها وتسريع نضجها، 

عد للجهاز الهضمي. بالإضافة إلى استخدامها في تحسين نكهة اللحوم وترطيبها، تخثر الحليب وأيضا كمسا

البروتينات الغذائية وقيمتها وقابليتها للهضم، وكذلك تعديل خصائصها الوظيفية بما في ذلك التخثر 

في صناعة الخبز من خلال تقليل مدة الخلط  اتالأنزيم(. كما تستخدم هذه Emulsificationوالإستحلاب )
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 Aspergillusوتوحيد العجين وتحسين الملمس والنكهة . كما تم استخدام البروتياز الحمضي المنتج من طرف 

usamii . في تحسين الخصائص الوظيفية لغلوتين القمح (Raveendran et al., 2018.) 

 أنزيم الليباز  Lipase 

إلى غليسيرول وأحماض دهنية حرة، وعلى عكس الليباز هي أنزيمات تحفز تحليل الدهون الثلاثية طويلة السلسلة 

زيت -الة إدمصاصها على سطح ماءأنزيم الليباز تكون نشطة فقط في حفإن  (Esterase) الاستيراز

(Martinelle, 1995،)  جل هضم أفهي موجودة بشكل طبيعي في المعدة والبنكرياس عند البشر والحيوانات من

من السوق  %90عند الكائنات الحية الدقيقة حيث تساهم تقريبا بنسبة  اتالأنزيمالدهون. كما تتواجد هاته 

وتعتبر الفطريات من المصادر المفضلة في إنتاج الليباز (، Raveendran et al., 2018)ليباز. لنتاج االعالمية لإ

الفطرية تفرز عموما خارج الخلية مما يسهل استخلاصها من وسط التخمر. من بين الفطريات  اتالأنزيملأن 

،  Rhizopus  ،Mucor  ،Aspergillusجنس  الأنزيمالمستعملة بشكل واسع كمصادر لهذا   الخيطية

Penicillium  ،Fusarium   وخميرةGeotricum geotrichumنسبة للبكتيريا فتعتبر الأجناس: ل، أما با

Bacillus   وStaphylococcus genera   بالإضافة إلى جنسPseudomonas   من أهم البكتيريا المستعملة في

مقارنة مع  ةبسيط أن عملية تصنيعهاحيث إنزيمات الليباز الميكروبية لها مزايا، يباز . وفي الواقع فإن إنتاج الل

 (.Fickers ،2008) من أصل حيواني، ومن ناحية أخرى تتمتع بثبات عال من حيث درجة الحرارة إنزيمات الليباز

الحيوانية، تطبيقا واسعا في العديد من الصناعات بما في ذلك الوقود الحيوي والمنظفات والأعلاف  الأنزيميجد هذا 

، بالإضافة إلى صناعة المواد (Raveendran et al., 2018)ستخدم في معالجة الجلود والنسيج والورق كما أنه ي

الغذائية والمشروبات، كما تجد الليباز تطبيقا رئيسيا في صناعات الألبان والخبز، حيث يمكنها تحسين النكهة 
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 ، (Jooyendeh et al., 2009)المميزة للجبن من خلال العمل على دهون الحليب لإنتاج أحماض دهنية حرة 

وبالتالي صنع أنواع مختلفة من الاجبان من مصادر مختلفة، على سبيل المثال: جبن رومانو وجبن الكومومبير 

 . A. oryzaeو أ A. nigerوجبن الشيدار باستخدام  Penicillium camembertiباستخدام الليباز من أصل 

تستخدم الليباز أيضا كعوامل لتحسين النكهة في الزبدة و السمن، وأيضا لإطالة المدة الإفتراضية لمختلف 

منتجات الخبز. بالإضافة إلى ذلك فقد تم تقدير الفينولات الوظيفية لتركيب مضادات الأكسدة الدهنية من 

و  Candida antarcticaن طرف أجل تطبيقاتها في صناعة زيت عباد الشمس باستخدام الليباز المنتج م

Pseudomonas sp ،Helvina lauginosa  وGeotrichum candidum كما استخدم الليباز المثبت بنجاح.

لتحديد المبيدات الفوسفورية العضوية، ويمكن أيضا استخدامها في معالجة النفايات المختلفة التي يتم طرحها 

 .(Raveendran et al., 2018)من الصناعات الغذائية  وإفرازها

.4.Iمرـــــــرق التخـــــــــــــط 

الاختزال للمركبات الكيميائية، والتي منها  -و عملية استخلاص الطاقة من تفاعلات الأكسدةهالتخمر 

في الظروف وذلك  ذاتي، والذي غالباً ما يكون مركب عضوي إلكتروني مستقبلالكربوهيدرات، وباستخدام 

سواء كانت صلبة أو سائلة على عدة جوانب من نمو الكائنات الحية الدقيقة  التخمرتؤثر طبيعة اللاهوائية. 

 (.Sumantha et al., 2005) وكذلك على إنتاج المواد ذات الأهمية 
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1.4.I .التخمر في وسط سائل 

عملية لنمو الكائنات الحية الدقيقة في وسط سائل، والذي ،  (SmF) يمكن اعتبار التخمر في وسط سائل  

نزيمات، لسهولة عادة في الإنتاج الصناعي للأ التخمرتكون فيه المغذيات مذابة، وقد استعمل هذا النوع من 

جين الذائب وكذلك يدروجيني، درجة الحرارة والتهوئة و الأكسالتحكم في ظروف وعوامل العملية مثل الأس اله

عموما ما يكون هذا النوع من التخمرات سهلا في العمل بطريقة معقمة مقارنة (. Modhafar ،1998)  الرطوبة

الصلب، ويمكن تطبيقه بسهولة أكبر على المستوى الصناعي. إلا أن لهذه العملية عيوب من بينها  التخمرمع 

السائلة، والتي يجب معالجتها يات ارتفاع تكاليف أوساط الزرع، خطر حدوث تلوث، طرح كمية كبيرة من النفا

 (Singhania et al., 2009). 

2.4.I .التخمر في وسط صلب 

، عموما بنمو الكائنات الحية الدقيقة على الجزيئات الصلبة والرطبة في (SSF)  في وسط صلب، التخمريعرف  

الغياب التام أو شبه التام للماء الحر، وهذه الحالة تضمن للكائنات الحية الدقيقة وخاصة الفطريات الخيطية 

وار: مادة صلبة، وسط مماثل لبيئتها الطبيعية. بطريقة مبسطة، تنمو الكائنات الحية الدقيقة في نظام ثلاثي الأط

. يمكن أن تكون (Pandey et al., 2000) طور سائل مرتبط بها ومرحلة غازية محصورة في الجزيئات أو بينهما 

المادة الصلبة هي مصدر المغذيات و /أو كدعامة مشربة بالمغذيات المناسبة مما يسمح بنمو الكائنات الحية 

 .(Singhania et al., 2009) الدقيقة وإنتاج المستقلبات المرغوبة 

 



 

29 
 

ــــــــراجــــــعة المـــــــصادرم   

1.2.4.I . وسط صلب فيإيجابيات وسلبيات التخمر 

يستخدم الإنتاج الصناعي للأنزيمات والمستقلبات الأخرى كلا من عمليات التخمر السائلة والصلبة، ويعتمد 

الحالة الصلبة  تخمروكفاءتها . لذلك من المهم معرفة مزايا وعيوب  العملية الانسب على تكلفتهاقرار اختيار 

 مقارنة مع الحالة السائلة وتشمل هذه المزايا:

 ض التكلفة، لأنها لا تتطلب معدات متطورة للتحكم الدائم في العوامل البيئية.بساطة التقنية وانخفا 

 .غياب الماء الحر يسمح بانخفاض كبير في حجم المخمرات وتكاليف الطاقة اللازمة للتعقيم 

 تيري الذي يتطلب مستويات عالية من الرطوبة للنمو.التقليل من التلوث البك 

 .انخفاض التكاليف و الوقت المستهلك خلال عمليات الاستخلاص واسترجاع المنتجات 

 ة أحسن.مردود أكبر وتهوئ 

 كذلك يمكن تلخيصها فيما يلي:  تإلا أن لهذا النوع من التخمرات سلبيا

 .صعوبة السيطرة على نسبة رطوبة المادة 

  جين المذاب إلى تحكم دقيق.كسو الأ عناصر المخمر مثل الأس الهيدروجيني ودرجة الحرارةتحتاج 

  التحريك المستمر للوسط يتلف الميسيليوم الفطري في كثير من الأحيان، مما يؤخر نموه وبالتالي نمو

 (.Aguilar et al., 2008)ضعيف للكائن الحي الدقيق 

ونشاط الكائنات الحية الدقيقة أثناء عملية التخمر في الحالة الصلبة، من تؤثر العديد من العوامل على نمو 

. يعتمد اختيار المادة الركيزة على العديد بينها حجم الجزيئات والرطوبة والنشاط المائي التى تعد الأكثر أهمية

خلفات الزراعية بسبب من المعايير البيولوجية و الإقتصادية ) التكلفة والوفرة(، وعليه توجه الاهتمام إلى الم
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مزاياها خاصة بالنسبة للفطريات الخيطية التي يمكنها اختراق بنيتها الصلبة على عكس البكتيريا والخمائر 

 (.Singh and Pandey, 2009)التي تتميز بنمو سطحي 

عية والصناعات الغذائية في الأونة الأخيرة شهد العالم الصناعي إعادة استعمال النفايات الناتجة عن الأنشطة الزرا

إلى ثلاث فئات: النشا ) الكسافا،  التخمرحيث تنقسم المخلفات الزراعية والصناعية المستخدمة في الزراعية. 

نخالة القمح، نخالة الأرز، بذور الحنطة السوداء، دقيق الذرة ودقيق الموز...(، الركائز السيليلوزية ) قش القمح، 

ب، الذرة ر والخشب...( وتلك التي تحتوي على سكر قابل للذوبان ) العنالذرة، قصب الأرز، لب البنج

أما بالنسبة  .(Graminha et al., 2008) ناناس، قرون الخروب، لب القهوة وغيرها...(الرفيعة، نفايات الأ

للكائنات الحية الدقيقة المستعملة في هذا النوع من التخمرات فتشمل عموما الفطريات الخيطية مثل: 

Aspergillus،Rhizopus ،Alternaria ، Fusarium ،Manilia ،Mucor ،Trichoderma   وبعض أنواع 

Penicillium  (Manpreet et al., 2005). 

2.2.4.I . على وسط صلب التخمرتطبيقات 

على وسط صلب بالتغذية البشرية والسماد والتصفية الحيوية للغازات ذات  التخمربصفة عامة تتعلق تطبيقات 

والمستقلبات  اتالأنزيمالرائحة الكريهة، وإنتاج الأطعمة الغنية بالبروتينات لتغذية الحيوانات، وكذلك إنتاج 

 ,Singh and Pandey)أهم التطبيقات الصناعية للتخمر في الحالة الصلبة  3 يلخص الجدول الحيوية الخاصة.

2009  ). 
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 SSF(  (2009, Pandey and Singh.)(التطبيقات الصناعية للتخمر في الحالة الصلبة  .3جدول 

 مجــــــــــــــــــــال التطبيــــــــــــــــــق
 

المادة المستعملة في تخمر الحالة  الكائنات الحية الدقيقة المستعملة
 (SSF) الصلبة 

 الصيدلانيـــــــــــــــةالصنــــاعة 

 مبيدات حشرية

 المضادات الحيوية
 البنيسيلين

 سيفالويبورين

 Cسيفاميسين 

 تتراسيكلين

 أوكسيتتراسيكلين

 سيرفاكتين

 A سيكلوسبورين
 

 

 هرمــــــــونات النمو
 حمض الجيبريليك

 
 السموم الفطريـــــــــة

 أفلاتوكسين
 أوكراتوكسين

 مضادات الفطريات   

 
 

Bacillus thuringensis 
 
 
 

Penicillium chrysogenum 
Cephalosporium armonium 
Streptomyces clamuligerus 

S.viridifaciers 
S.rimosus 

Bacillus subtilis 
Tolypocladium inflautum 

 
 

 
Fusarium moniliforme 

Gibberella fujikuroi 
 
 

A. oryzae, A. panasitus 
A. ochraceus, Penicillium 

viridicatum, A. carbonarius 
 

Bacillus subtilis 
Collectotrichum truncatum 

 
 مخلفات الجوز الهندي

 
 

 .يقصب السكر ال
 الشعير.

 القمح مع بذور القطن.
 بقايا البطاطا الحلوة.
 الذرة على قطعة خبز.

 بقايا فول الصويا.
 نخالة القمح

 
 

 نخالةو قصب السكر 
 قمح.ال

 
القمح والذرة والأرز والفول نخالة 

 السوداني
 

 دقــــــــيق الذرة
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 الأنزيماتإنتاج 

 غليكوأميلاز
 
 

 ليباز
 
 
 
 

 سيليلاز
 
 
 
 

 بكتيناز
 
 
 

 كزيليناز
 
 

 
 
 

 

 بروتياز
 

 
 (Phytases ) فيتاز

 
 

 

 أميلاز

 
 

Aspergillus sp. 
 

 
A. niger, Candida rugosa, 

Penicillium restrictum 
 

 
Bacillus subtilis, Aspergillus 

sp. 
 
 

A. niger, Talaromyces flavus, 
 
 

A. tamari, A. niger, Bacillus 
sp., Trichoderma 
longibrachiatum, 

Trichoderma reesei, 
 

A. niger, Mucor miehei, 
Rhizopus oligosporus, 

 
A. niger, A. ficuum, Mucor 

racemosus, Rhizopus 
oligosporus 

 
Lentinula edodus, Bacillus 

licheniformis 

 
 فضلات الشاي والأرز ونخالة القمح.

 
 
 جوز الهند.، كعكة السمسم
 
 

 زيتمخلفات الفاكهة، كعكة 
 الصويا.
 
 ، نخالة الصويامخلفات الحمضيات

 والقمح والتفاح البكتين.
 أذن الذرة ، نخالة القمح ، قصب

 السكر ودقيق الصويا.
 
 

 نخالة القمح.
 

 نخالة القمح ودقيق الصويا والذرة
 .ةقو سحالم

 
 نخالة القمح.
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 المركبات العضوية
 

 حمض الستريك
 

 
 

 حمض كوجيك
 حمض اللبنيك

 
 حمض الأكساليك

 
 

 حمض الفوماريك
 

 حمض الغلوكونيك
 
 

 الإيثانول
 
 
 

 حمض الغاليك

 
 
 

A. niger 
 
 

 
 

A. oryzae 
R. oryzae , Lactobacillus 

casei 
L. helveticus, L. paracasei 

Streptococcus thermophiles 
A.niger 

 
 

Rhizopus arrhizus 
Rhizopus sp. 

 
.  A niger 

 
 

Saccharomyces cerevisiae 
Schwanniomyces castellii, 

Zymomonas mobilis, 
Candida utilis, Torula utilis 

 
Aspergillus foetidus 

Rhizopus oryzae 

 
 

 القهوة والتفاحمسحوق 
 الأرض الحلوة ، أشجار الخروب
 .اللحاء ، نفايات الأناناس ، الذرة
 .الكسافا ، معالجة نفايات الجزر

 
 .قصب السكر بالطين ، الذرة الرفيعة

 
 بطاطا حلوة

 

 .نشا الكسافا الخام، قشر البرتقال

 
مستخلص التين ، الجلوكوز ، ثمار 

 .التين
 

 .الحلوةالبطاطا الحلوة أو الذرة 
 
 

مزيج من المنتجات الزراعية الغنية 
 .)الدباغ( بالتانينات
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 الأطعمة المخمرة
 

 تحسين التغذية
 تخصيبال بروتين

 
 مركبات عطرية

 

A.orzyae, A. sojae 
 

Penicilium sp. 
Neurospora sitophila 

 
Bjerkandera adusta , Bacillus 

subtilis, Rhizopus oryzae, 
Ceratocystis fimbriata 

 لحاء الثمار المختلفة.
 

 قشر البرغموت.
نفايات ،لب بنجر السكر

 الحمضيات.
 

 نخالة القمح ، فول الصويا المفروم.

 مركبات أخرى
 

،  6و ب  12فيتامين ب 
الثيامين ، الريبوفلافين ،

حمض النيكوتينيك 
 .نيكوتيناميد

 
 

 العوامل الحيوية السطحية
 .أصباغ حمراء
 الكاروتينات

 
 

Citrobacter freundii, 
Klebsiella 

pneumoniae, Rhizopus 
oligosporus, R. arrhizus, 

R. stolonifer 
Bacillus subtilis 

 
 

Monascus purfureus 
 

Penicillium sp 

 
 

 فول الصويا.
 
 
 
 
 

 بقايا ودبس السكر الزراعي الصناعي.
 قصب السكر القصب ، والشعير.

 دقيق الذرة



 

3 
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 المـــــــــواد والطـــــــرق 

 المـــــــواد والطرق
وبين  شمالا 35 °35´ تقع بين خطي عرض .سبخة البيضاء هي إحدى المستنقعات الطبيعية الملحية المؤقتة     

 ، تبلغ مساحتها حوالي (الجزائر- سطيف ةولاي) بالقرب من منطقة حمام السخنة  اشرق 48´5° خطي طول
 بالموقع بكونها أقل ملوحة إلى مالحة ، قاعدية ذات تركيبة متدرجة  صلصاليةالتربة المحيطة . تتميز هكتار 12.223

(Aliat  وKaabeche ،2013.)   تم الحصول على العزلات الثلاث لفطرA. oryzae  الموجهة لهذه الدراسة من
عباس على مستوى مخبر الميكروبيولوجيا التطبيقية جامعة فرحات  الماجيستيرخلال دراسة سبخة البيضاء 

. وقد تم تشخيصها بالاعتماد على الخصائص المظهرية والمجهرية. وتم حفظها في أوساط سائلة -1-سطيف
 .م لحين الاستعمال°20-في الثلاجة  (YES) وصلبة

.1.IIتقديـــــــر النشاطية المضادة للميكروبات للعزلات الثلاث 
التي تملك نشاط ضد ميكروبي أكبر، والتي تنتقى فيما بعد ليتم التعرف  العزلةيهدف هذا الإختبار إلى إظهار 

 ومواصلة العمل عليها في باقي النشاطات البيولوجية المراد اختبارها.

 Salmonella typhiوهي:  أنواع بكتيرية ممرضة سالبة الغرام  6على تم اختبار النشاطية المضادة للميكروبات 
ATCC14028 ،Salmonella typhimirium ATCC13311،Escherichia coli 
ATCC25922،Klebsiella pneumoniae ATCC700603    ،Pseudomonas aeruginosa 

ATCC27853 ،E. coli ATCC25923   مقاومة(ECRB)   وهي: موجبة الغرام أنواع أخرى 3، و 

Bacillus cereus ATCC10876, Staphylococcus aureus ATCC25923,   ،Staphylococcus aureus 
(MRSA) ATCC43300 بالإضافة إلى الخميرة   ،قاومة للميثيسيلينالمCandida  albicans   تم عزلها التي

سريريا من المرضى و التعرف عليها على مستوى مخبر علم البكتيريا والطفيليات بالمستشفى الجامعي لولاية 
 سطيف. 
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1.1.II . الحيويةالجزيئات استخلاص  

 .1.1.1.IIسائل وسطعلى  لتخمرا   (SmF)  

 ذات النشاط البيولوجي الضد ميكروبي بالنسبة للعزلات الفطرية  الجزيئات الحيويةبهدف عزل 
    Tripathy (2015) و Sadrati et al.  (2013) ،  Chaudhary تم الاعتماد على طريقة كل من 

بعد ، YES  الوسط المعقممل من 100  بها مل 250حيث تم تحضير حواجل بسعة  Anand et al(2016.)  . و
، منماة على ( S1 ،S2  ،S3)ملم من كل مستعمرة نقية للعزلات الثلاث المدروسة  6ذلك يتم قطع قرص بقطر 

تحضن  .سلالةلكل  ثلاث مكرراتفي ظروف معقمة و ب مراحل التجربة تمت .أيام  7لمدة   PDAوسط 
 :بعد إنتهاء فترة الحضن تمت عملية الاستخلاص وفقا للمراحل التاليةأيام.  7لمدة  م°30 في دوارقال
له عملية  تجرىيتم سحقه ثم ساعات ، وبعد ذلك ،  3-2لمدة م °20-مع الوسط عند  الميسيليومتم تجميد ي -

 دقيقة. 15دورة في الدقيقة /  15000 بسرعة طرد مركزي

زح بنفس الحجم من الإيثيل ليم الرشاحة المتحصل عليه بعد عملية الطرد المركزي يسترجعالجزء العلوي من   -
بهدف انفصال الطبقة العضوية عن الطبقة  ، ترج العينات جيدا ثم تترك لعدة ساعات)ح:ح( (1:1) أسيتات
 المائية. 

المستخلصات  تذاب ، ثم م ° 1±  40عند  الدوراني التبخيرعبر جهاز ر الطبقات العضوية حتى الجفاف تبخ  -
 .استخدامها لحين م°4وتخزينها عند  ، ) DMSO 50)  dimethylsulfoxyde٪ الخام الجافة في

2.1.II. النشاطية المضادة للميكروبات للمستخلصات   

 العزلات الثلاثمن المتحصل عليها  لمستخلصات الإيثيل أسيتات المضادة للميكروباتتمت دراسة النشاطية 
 تم نشر المعلق البكتيري بتركيز . حيثبالاعتماد على طريقة الإنتشار على الوسط الصلب باستعمال الأقراص

 Muller وسطعل طباق بتري تحتوي أعلى  خلية/مل 610 بتركيز C. albicans ومعلق خميرة ، مل  /خلية 810

Hinton Agar  ، وسطو Sabouraud توضع أقراص ورقية  . على الترتيبWhatman)  المحضرة والمعقمة  1)رقم
على حدة  سلالةالخام لكل  الفطري من المستخلص ميكرولتر  15سابقا على سطح الآجار ثم تبلل بـحجم
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ساعة  72-48ساعة للعزلات البكتيرية و  24 مدة م° 37 بعد ذلك الأطباق في ن تحض .كراراتمبثلاث 
 .(Chaudhary,2015  and Tripathy)للخميرة بالنسبة 

. تم تقييم النشاط (DMSO 50%) لإذابة المستخلصات سلبية باستخدام نفس المذيب المستخدم شواهدتحضر 
 .تثبيط حول الأقراصالالمضاد للميكروبات عن طريق قياس منطقة 

1.2.1.II. تثبيطدنى للتقدير التركيز الأ (MIC) 

  دنى للتثبيطفي وسط صلب، أردنا تحديد التركيز الأبعد الحصول على نتائج النشاطية المضادة للميكروبات 
(MIC) حسب صغربطريقة التخفيف الم Chaudhary و Tripathy (2015.)   حيث تستعمل صفيحة معقمة

انطلاقا  للخميرة،  PDBو وسط  للبكتيريا السائل  MHمن الوسط 100µlبئر، وكمرحلة اولى يتم وضع  96بها 
من المستخلص الفطري المذاب في  100µlنضع   1، ثم في البئر رقم 11للصفيحة حتى البئر رقم  2من البئر رقم 

5% DMSO  50 نقل، يتمµl  ه كشاهد سلبي حيث نعتبر  10، البئر رقم 9من محلول البئر الأول حتى البئر رقم
خير نضيف . في الأالميكروبيكشاهد موجب إذ لايحتوي على المعلق  11، والبئر رقم لايحتوي على المستخلص

25µl  6من المعلق البكتيريx 710  خلية/مل  ( ATCC10876 Bcillus cereus ، ATCC25923 S. aureus
 ،MRSA ATCC43300  ،E. coli ATCC25922  ،P. aeruginosa ATCC27853  ،K. pneumoniae 

ATCC700603 ) خميرة ،  ومعلق C. albicans 7x 710 24لمدة م ° 37ن الصفيحة عند .  تحضخلية/مل 

لثلاث كانت البيانات متوسط   بعد انتهاء فترة الحضن تقرء الصفيحة في جهاز خاص لقراءة البيانات.ساعة.
 (Rahmoun et al., 2012)مكررات 

2.2.1.II . النشاطية المضادة للفطريات 

 Rahman et مخبريا باتباع تقنية الزرع المزدوجة A. oryzae S1 لعزلةلالنشاطية المضادة للفطريات  اختبارتم 

al., 2009)) :على ثلاث فطريات ممرضة للنبات وهي ،Aspergillus flavus ،Alternaria solani  و
Fusarium oxysporum والتي تم الحصول عليها من مخبر الميكروبيولوجيا التطبيقية لجامعة فرحات عباس .

 .-1-سطيف
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بشكل  PDAعلى وسط  اق بتري تحتويطبأفي  A. oryzae S1د الطريقة على زرع الفطر الممرض و فطر معتت
 والممرضات سلالةمم لل 6بقطر بعد ذلك يتم قطع أقراص أيام.  5لمدة  م ° 28عند  طباق، ثم تحضن الأمنفصل 
 كشاهد  سم بين الزوج الفطري ، و 5، على مسافة الطبق في نفس بشكل متقابل ، ويتم وضعهاالنباتية  الفطرية

أيام  5-3لمدة م °28عند الأطباق  تحضن. الطبقفي موقع واحد من  وضع القرص الفطري لكل فطر ممرض 
تم تحديد النمو الفطري من خلال إشعاع الفطريات الممرضة، وتم حساب  (.Rahman et al., 2009)( 5)شكل

 نسبة التثبيط بالصيغة التالية:

  ]   R1/ ( R2 – R1 ) ] x 100= نسبة التثبيط
 

 .نصف قطر الفطر المختبر في الطبق الشاهد  R1 ::حيث
R2                 : نصف قطر الفطر المختبر في طبق المزرعة المزدوجة 

  تم تصنيف نسبة التثبيط على مستوى فئة تثبيط النمو من نشاط مضاد للفطريات منخفض إلى مرتفع
 للغاية:
  = مرتفع جدًا ٪70 ≤= عالية ؛  ٪70-50= معتدلة ؛  ٪50-30= منخفض ؛  30٪ ˂  
 

 
 قياس النمو الشعاعي للفطريات من خلال طريقة الزرع المزدوجةمخطط   .5شكل 

:R1  نصف قطر الفطر المختبر في الطبق الشاهد .  R2  : نصف قطر الفطر المختبر في طبق المزرعة
 .(Rahman et al., 2009)المختبر  الممرض : الفطرCالفطر المدروس،  . T: المزدوجة
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.2.IIعزلةالتشخيص الجزيئي لل A. oryzae S1 
عملية التشخيص الجزيئي على مستوى مخبر علم الأحياء الدقيقة بجامعة نوشاتال بسويسرا، وفق  أجريت

 العمليات التالية:

1.2.II .الحمض النووي  استخلاص(DNA)  

 Quick-DNA ™ Fungal / Bacterial Zymoاستخلاص الحمض النووي باستخدام مجموعة  تم 

Researchالحمض النووي المستخرج من خلال جهاز قياس الفلور  تركيز . ثم قياسQubit® 2.0 (Life 

Technologies) باستخدام المجموعةDsDNA BR Quant-iT  مات الشركة المصنعة. كانت تعلي حسب
من أجل  نانوغرام/ميكرولتر 2ف العينة لتركيز تخف. ميكرولترنانوغرام /  39.3الحمض النووي للعينة  كيزا تر 

 . PCR تفاعل البلمرة المتسلسل التضخيم بتقنية

2.2.II. تضخيم DNA  بتقنية PCR (Polymerase Chain Reaction)  

 مع  DNA Polymerase إنزيم الوسمغير المخففة والمخففة باستخدام الحمض النووي  تضخيم عينة  تم 
 باستخدام زوج من البادئات كذلكو ، Biolabs)  NEB Thermopol (New Englandاستعمال المنظم

 ITS-1 (5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') (Internal Transcriped Spacer) العالمية الداخلية

أولا  PCRتتضمن تفاعلات التضخيم بتقنية . ITS-4  (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')و،
ثم تمديد ، للتضخيم دورة 30 و دقائق ، 5م مدة °95حرارة  ةعند درج DNA ـعلى عملية دنترة ) تمسخ( لل

ثانية ثم تلدين  30لمدة  م°95تشمل عملية دنترة عند  حيث كل دورة تضخيم ، دقائق 5م مدة °68نهائي عند 
م مدة دقيقة. تفحص بعد ذلك نواتج التضخيم عن طريق الهجرة °68ثانية، ثم تمديد عند  30لمدة  م°55عند 

غاروز مصبوغ بإيثيديوم بروميد، وتلاحظ تحت ضوء الأشعة فوق من هلام الأ % 0.8الكهربائية باستخدام 
نانوغرام / ميكرولتر عن طريق ترشيح الصفائح الدقيقة  38.1بتركيز بعد عملية التضخيم تنقى العينة  البنفسجية.

 .GATCBiotechفي  الجزيئي التسلسل تجرى لها عمليةو 
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.3.IIلتحليلات الإحصائيةا 
عن  حللت النتائج إحصائيا، (SD) الانحراف المعياري (M) ± حصل عليها بالمتوسط الحسابي تيعبر عن القيم الم
لمقارنة   Tukeyالمتبوع باختبار ( ® Graphpad Prismباستعمال one-way ANOVA) (طريق اختبار 

حيث اعتبر . العزلات الثلاث. وكذلك المقارنة بين السلالاتمتوسطات مناطق التثبيط بين مستخلصات 
     (p<0.05).أي أن معامل التحديد %5 الفرق إحصائيا ذو معنى عند الدلالة 

.4.II المضادة  الجزيئات الحيويةعلى إنتاج  الفيسيولوجيةتأثير بعض العوامل
 A. oryzae S1 العزلةمن طرف  للميكروبات

أحدثت تغيرات في  المضادة للميكروبات، الجزيئات الحيويةإنتاج على  الفيسيولوجيةالعوامل ملمعرفة تأثير بعض 
مل من وسط  100بها  دوارقومدة الحضن. تلقح  الملوحة ، pH: درجة الحرارة، منها ظروف تنمية المستعمرة 

 YES 6.4بتركيز  للفطر معلق بوغيمل من  1ــبx 106   وللدلالة على درجة الإنتاج بثلاث مكررات خلية/مل ،
بنفس  (C. albicans و E. coli ،S. aureus )تتم عملية الإستخلاص ودراسة النشاطية المضادة للميكروبات 

  الطريقة المذكورة سابقا.

1.4.II .الحرارة تأثير درجة 

 30م ، °28م، °25فة : لفي درجات حرارة مخت دوارق، وحضنت الYESنمي الفطر كما ذكر سابقا على وسط 

 .(Mathan et al., 2013) أيام  7م لمدة °35م ، °

2.4.II.  تأثير الأس الهيدروجينيpH 

تعقم .  1N HCl  ،1N NaOHو ذلك بإضافة   ، 11و 8،  6، 4هي   pHيتم تعديل الوسط بعدة قيم من
 أيام 7لمدة بثلاث مكررات  م °30في درجة حرارة  دقيقة ، ثم تلقح وتحضن  15م مدة °121في درجة  دوارقال
 (Mathan et al., 2013.) 
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3.4.II .تأثير الملوحة 

 NaClعلى إنتاج المركبات النشطة بيولوجيًا ، تمت تنمية الفطر بتراكيز مختلفة من  NaClلدراسة تأثير تركيز 

(0.5M ،1M ،1.5M ،2Mبينما تم الاحتفاظ بالمعايير الأخرى عند المستوى الأمثل ، ) (Mathan et al., 
2013.)   

4.4.II .تأثير مدة الحضن  

ثم يومًا  21يومًا ،  14أيام ،  7حضن الفطر لمدة ) ف الأخرى عند المستوى الأمثل ،مع الحفاظ على الظرو 
 (.Mathan et al., 2013)ترة حضن فإنتاج المستقلبات النشطة بيولوجيًا بعد كل  قدرشهراً( ، ثم 

.5.II استعمال التخمر على وسط بين  الجزيئات الحيويةمقارنة استخلاص
 وسط صلبسائل و 

.1.5.II   التخمر على وسط سائل (SmF)  

 .YESأجريت عملية التخمر والإستخلاص على وسط سائل بنفس الطريقة المذكورة سابقا باستعمال الوسط 

2.5.II . التخمر على وسط طبيعي صلب( (SSF  

أصبح استعمال هذا النوع من التخمرات محط اهتمام و دراسة العديد من الباحثين بعد عدة استخدامات له 
بمتطلبات طاقوية قليلة وإنتاج  كميات وبعض المواد، حيث يمتاز هذا النوع من التخمرات  اتالأنزيمفي إنتاج 

من طرف الفطريات  اتالأنزيمتستعمل هذه الطريقة لإنتاج السائلة المضرة بالبيئة. خلفات قليلة جدا من الم
الطبيعية  مختلف المركبات الخيطية، لأن مورفولوجية و فسيولوجية هذه الأعفان تمكنها من الاختراق و النمو في

 الصلبة،  ويستعمل في هذا النوع من التخمر العديد من المخلفات الزراعية كمصادر للتغذية و كدعامة فيزيائية
(Singh and Pandey, 2009). 

 10 ، حيث يتم وزن( Silvia et al., 2013) استعمل في هذا التخمر عجينة نخالة القمح المحضرة حسب طريقة

-8  باستخدام محلول ملحي ) الملحق رقم %70بنسبة  مل و ترطب 250بسعة  دوارقغ من نخالة القمح في 
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 خلية/مل x 610 6.4بتركيز  مل من المعلق البوغي للفطر 1 دقيقة ثم تلقح ب15 ( ، تعقم الأوساط لمدة 2
بإضافة  %70كل ثلاثة أيام وتعديلها إلى   التخمريوم، ويتم فحص رطوبة وسط  28م لمدة °30وتحضن في 

 المحلول الملحي المعقم. 

 
1.2.5.II . في تخمر الحالة الصلبة  الجزيئات الحيويةاستخلاص(SSF) 

دقيقة.  30لمدة  رجمل من الماء المقطر وت 50 وجودالكتلة الحيوية بـعجينة التخمر مع  زجر ، تمفي نهاية التخم
مل أخرى من  50مرة أخرى باستخدام  الرشاحة تعالج. قماش الشاش عبر المحتوىكل ترشيح  بعد ذلك تم ي

 15دورة في الدقيقة /  15000بسرعة مركزي طرد  ثم تجرى عملية ا،حهيترشيعاد الماء المقطر بنفس الطريقة و 
بنفس الحجم من  جيمز و الجزء العلوي من الرشاحة المتحصل عليه بعد عملية الطرد المركزي  يسترجع  دقيقة.

، ترج العينات جيدا ثم تترك لعدة ساعات بهدف انفصال الطبقة العضوية عن )ح:ح( (1:1) الإيثيل أسيتات
 الطبقة المائية. 

 تذاب، ثم م ° 1±  40ر الطبقات العضوية حتى الجفاف عبر جهاز التبخير الدوراني عند تبخ أخيرا،-
 ; Sadrati et al., 2013) لحين استخدامها م°4وتخزينها عند   ،DMSO 50% المستخلصات الخام الجافة في  

Anand et al., 2016.) 

3.5.II.   الكشف الأولي للمركبات الحيوية بواسطة كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة(TLC) 

 مركب في خليط عند مقارنةعلى  لتعرفيستخدم  ل، إجراء بسيط وسريع يعتبر هذا النوع من الكروماتوغرافيا
 .(Sasidharan et al., 2011) لمركب معروف Rfلمركب مع (   Rf) معامل الإنسياب

( سنتيمتر 20x20)DC-Pet-Folien-Kieselgel with F indicator 254nm) )استخدمت ألواح هلام سليكا 

. وذلك بوضع (SSFو  SmF)  على حدا  لفصل محتويات كل مستخلص( ملم 0.2)الجاهزة للاستعمال سمك 
)باستعمال  تمت العملية تحت التجفيف الضعيف. ميكرو لتر على خط الانطلاق الوهمي للألواح 5حجم 

كلوروفورم:إيثيل أسيتات: حمض الفورميك   نظام الهجرة في سم15   مجفف الشعر(، ثم أجريت الهجرة على مسافة
مل  28غ فانيلين، 0.2حلول الفانيلين ) بعد الهجرة ترش الصفيحة بمعلى التوالي.  (2:8:10) بالنسب الحجمية 
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قع اتلاحظ الألوان و مو . دقائق 5م لمدة °100، ثم تجفف في درجة حرارة   مل حمض الكبريتيك(1ميثانول، 
  نانومتر 365نانومتر و  254في طول الموجة  UVالبقع في الضوء المرئي و تحت الأشعة فوق البنفسجية 

(Seanego, 2012  and  Ndip).  

4.5.II .  كروماتوغرافيا الطور الغازي مع طيف الكتلةبواسطة   الجزيئات الحيويةتعريف 
( GC/MS) 

يجمع بين تقنيتين قويتين لتوفير تحديد المركبات ذات  )MS-GC( الكتلة كروماتوغرافيا الطور الغازي مع طيف
على عينات سائلة  MS-GC يمكن أن تعمل تحاليل .حدود الكشف المنخفضة وإمكانية التحليل الكمي

 .وغازية وصلبة ، ولكن تقتصر في المقام الأول على المركبات المتطايرة وشبه المتطايرة

مختبر  من كلا الوسطين السائل والصلب في ينللمستخلص الجزيئات الحيوية عريفلت GC-MSتحليل  أجري  
حيث ، Tripathy (2015) و Chaudhary ، وفق طريقة (CRBt) بقسنطينةمركز أبحاث التكنولوجيا الحيوية 

. ثنائي ميثيل بوليسيلوكسان ٪100ميكرومتر( المكون من  1× مم  0.25× م  30) DB-5استخدام العمود تم 
. درجة GC-MS جهازمل / دقيقة ، في  1بمعدل تدفق ثابت يبلغ  ٪(99.999) (هيليوم)غاز الناقلالتم حقن ي

 م ° 280، حتى  غير ثابتة –دقيقة  /م ° 10بمعدل  م ° 200، حتى  ثابتةدقيقة  2 - م ° 110رارة المبرمجة: الح
 دقيقة.  36، إجمالي وقت التشغيل  م ° 250 الحاقن رارةح، درجة  ثابتةدقائق  9 -دقيقة  /م ° 5بمعدل 

 45والأجزاء من  ، ثانية 0.5؛ الفاصل الزمني للمسح  70eVفي  طيف الكتلة: تم أخذ الطيف الكتليبرنامج 
 دقيقة.  36هو  الطيف الكتلي. إجمالي وقت تشغيل لتوندا 450إلى 

 / Data-base، (Database / NIST11.L)  ركزالمباستخدام قاعدة بيانات  الجزيئات الحيوية عريفتتم 
W9N11.L. 

  استخدمت نفس الأوساط بدون نمو الفطر كشواهد وتم إلغاء المركبات المتشابهة. 
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.6.IIالسمية الخلوية للمستخلصات الفطرية قييم ت  
أجري اختبار النشاطية السمية للمستخلصات الفطرية المتحصل عليها من التخمر على وسط سائل ووسط 

إسبانيا. أجري الاختبار – ناطةعلى التوالي، في مركز الأبحاث الطبية الحيوية بجامعة غر  SSFو  SmFصلب  
 Caco-2ء الدقيقة للإنسان و الخلايا الظهارية للأمعا RAW264يا البالعة على نوعين من الخلايا هي: الخلا

 .Mosmann  (1983)باتباع طريقة 

1.6.II . مخبريا الخواص المناعية لمستخلصاتSSF  وSmF  على إنتاج أكسيد
 RAW 264النيتريك في خلايا 

 للدور الأساسي الذي يلعبهأحد أهم الجذور الحرة نظرا  Nitric oxide (NO)يعد أكسيد النتريك 
غيره من المركبات من  له استعداد كبير للتفاعل مـع الحرةوهو كغيره من الجذور  ن العمليات الحيوية ،في العديد م

)ONOO- بيروكسي نتريت ) و  )NO-3( النتريت ، )NO-2 (النترات لينتج عنه 2O2Hو ·2O أخطرها 
 ونترجة البـواقي DNA ، اتالأنزيماللبيدات ، ، السيلفهيدريل  تسبب هذا الأخير في أكسدة مجاميعي ،حيث

تتسبب مركبات  العطرية للبروتينات في الظروف الفسيولوجية مؤديا كل هذا إلى أضرار وسمية خلويـة، كمـا قـد
حد وهي أ زالة الفسفرة إ/ التدخل في عمليات الفـسفرة في نيتروتيروزينأخرى مشتقة من أكسيد النتريك مثل 

  (.(Anugya et al.,2009  ) أهم العمليات المنظمة لمختلف المـسارات أو التغييـر فـي وظيفـة البروتينـات

الخلايا  تزرع. سبانيابإ غرناطةمن قبل وحدة زراعة الخلايا بجامعة  RAW 264 الخلايا البالعةتم توفير خط *  
الجلوتامين  -Lبالحرارة ، و  )غير نشط( بقري معطل جنين مصلمن   ٪10مضاف إليه ،  RPMI وسط في
 2CO ٪5  بوجودو  مرطب/ مل(  مغ 1وحدة / مل( وستربتوميسين ) 100ملي مول / لتر( ، البنسلين ) 2)

وتترك لتنمو حتى تشكل خلية / بئر ،  5x 510بئر بكثافة  96 صفيحة بها زرع الخلايا فيت. م°37 في جوي
 100و  50مختلفة من المستخلصات ) اكيزبتر  لمدة ساعتين مسبقًا ثم تحضن،  (mono layer)طبقة أحادية 

 :  E. coli   055لبكتيريا (LPS) رياتالسك دةعديالليبيدات باستخدام ، ثم يتم تحفيزها ميكروغرام / مل( 
B5 24نانوغرام / مل لمدة  100بتركيز سيجما ، سانت لويس ، ميزوري ، الولايات المتحدة الأمريكية(  (؛ 
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من كل مستخلص  غم 20المستخلص من محلول مخزون تم الحصول عليه عن طريق إذابة  تراكيزساعة. تم تحضير 
 .مل( 0.9مل /  0.1) DMSO / RPMIفي خليط من وسط 

سلبية وإيجابية  على التوالي.  شواهدك LPS بواسطة غير المحفزة والخلايا المحفزة و الخلايا غير المنشطة استخدمت
٪ Greiss (1اختبار   بعد فترة التحفيز ، تم جمع المواد الطافية وقياس مستويات النتريت بواسطة

Sulphanilamide )/0.1 حمض فوسفوريك و ٪5في  )حجموزن ٪N-1-naphthyl-ethylenediamine   
 MRX نانومتر على قارئ صفيحة 550 طول الموجة عند الأوساطاس امتصاص قي في الماء(. )وزن/حجم(

Dynex (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA) المقابل لحساب  الشاهد نحنىالمفي . تمثل النتائج
 النتريت كتحديد غير مباشر لإنتاج أكسيد النيتريك. تراكيز

بة ، عن طريق تجر ةلمائيا  CellTiter 96®  صفيحة تأثير المستخلصات على حيوية الخلية باستخدام قدر   
  محلول إضافة حيث تمالشركة المصنعة ، تباع طريقة با (Promega  ،Madison  ،WI  ،USA) التكاثر الخلوي

رباعي  -2H-سلفوفينيل( -4) -2-كاربوكسي ميثوكسي فينيل( -3) -5-( 2ثنائي ميثيل ثيازوليل-4،5) -3
نانومتر على  490 طول الموجة عند وساطالأ يةامتصاص تقاسساعات.  4-1لكل بئر وحضن لمدة  ،زوليوم

الخلوية  الحيويةب سوتح MRX Dynex (Dynex Technologies ،Chantilly ،VA ،USA.)قارئ صفيحة 
 غير المعالجة. شاهدمن قيمة الامتصاص ومقارنتها مع خلايا ال

2.6.II .   لمستخلصات في الزجاج اختبار السمية الخلويةSSF  وSmF  في خلايا
Caco-2 

على نطاق واسع كنموذج للحاجز الظهاري المعوي. خط  Caco-2م خط الخلايا الظهارية البشرية ستخدي 
 مايزقدرته على التهو  أهم إيجابياتهمشتق في الأصل من سرطان القولون. ومع ذلك ، فإن  Caco-2الخلايا 

العفوي إلى طبقة أحادية من الخلايا مع العديد من الخصائص النموذجية للخلايا المعوية الممتصة مع طبقة 
 (.Verhoeckx et al., 2015) شاة كما توجد في الأمعاء الدقيقةحدود الفر 
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استخدمت خلايا  .جامعة غرناطة-، قسم الصيدلةركز البحوث الطبية الحيويةأجري اختبار السمية الخلوية بم *
Caco 2  فحص تأثير يثم  الخلايا تزرعسبانيا. بإمن وحدة زراعة الخلايا بجامعة غرناطة المتحصل عليها

 .RAW 264لايا خ ستخدامبنفس الطريقة المذكورة سابقا با ياالخلا حيويةالمستخلصات على 

.7.IIاختبار النشاطية المضادة للفيروسات 
في معهد باستور، قسم علم   (SmFو  SSF)النشاطية المضادة للفيروسات لمستخلصات الفطر  قدرت

 .Anand et al وفق طريقةHerpes simplex-2 (HSV-2 ،)ضد فيروس  -الجزائر العاصمة–الفيروسات 

(2016). 

 صفيحة بها في)نوع من الخلايا الظهارية البشرية(،  HEp-2طبقة أحادية من خلايا ميكرولتر من  60  تزرع
وسط  2%  فيمتتالية عشرية  افيفتخ ةسبعثم تجرى  لها   ،فيروسيالعلق لما من ميكرولتر 40 تلقح بـو ، بئر 96

لفيروسات اآبار )أربعة لـمضاد  خمسة، تمت إضافتها إلى ( FBS/MEM)ساسي أدنى أمصل جنين البقر/ وسط 
 ٪ 5في  م ° 37عند  تحضن الصفيحة(. يحتوي على الفيروس لاف وجبالم الشاهد أما ،سالب شاهد، واحد 

2CO تراكيزف التخف جهة أخرى منالفيروس إلى خط الخلية.  ادمصاصلتسهيل  ، وذلكدقيقة 60لمدة  جوي 
ميكروغرام  20 ،ميكروغرام 30 ،ميكروغرام 40 إلىالخلوية، الخالية من السمية  ،الفطرية تخلصاتالتالية من المس

من كل مستخلص فطري مع الوسط  ميكرولتر 100و نقل  (FBS/MEM) وسط من٪ 2ميكروغرام مع  10و 
أيام  4-3لمدة  م° 37على خطوط الخلايا أحادية الطبقة الملقحة بالفيروس وإعادة احتضانها عند درجة حرارة 

تحت المجهر  يوميا لوحظ كل بئر(. Cytopathic effectالخلوي ) الإعتلال تأثيرمتابعة للسماح بتكاثر الفيروس و 
. تم الاستدلال على الغياب الإجمالي للتأثير الخلوي عن الإعتلال الخلويوجود أو عدم وجود تأثير ل المقلوب

. أجريت التجربة في  الشواهد مقارنة معطريق سلامة طبقة الخلية ، دون تشويه في شكل الخلايا أو النواة 
 .ثلاث مكرراتظروف معقمة وب

 : وسط+ خلايا+ فيروس.السالبالشاهد    

 : وسط + خلايا.الموجب  الشاهد   
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.8.IIةــــــــــــــــيالأنزيمة ــــــــــــــــــــالنشاطي 
1.8.II .  لفطر العزلات الثلاثالتحري عن قدرةA. oryzae اتالأنزيمإنتاج  على 
 الحالة

 نزيمات المفرزة خارج الخلية وفقا للوسط المستعمل و الذي يمكن أنية للأالأنزيمطرق دراسة النشاطية تتعدد 
 ،استعمالا أكثرباستعمال أوساط الآجار الصلبة  يةالأنزيميكون صلبا أو سائلا، و يعد الكشف عن النشاطية 

 Prathyusha et )  الفطريات ىلد الخارج خلوية اتالأنزيملكشف والتقدير السريع لمختلف حيث تسمح با

al., 2015 .)ة مادة بإذابو ذلك و الليباز،   ميلازالأ    ،البروتيازالتحري عن قدرة الفطر على إنتاج أنزيمات  تم
 إلى 5 لتترك بعدها تنمو لمدة  ،ملم5 فطرية بأقراص بعدها تلقح، هأساسية خاصة بأوساط زيم في أنتفاعل كل 

 ; Sunitha et al., 2013) نزيمي إلى الأطباقأم، بعدها تضاف كواشف كل نشاط º 30أيام في درجة حرارة 7

Prathyusha et al., 2015).   قطر الهالة و المستعمرة لتقدير  حساب كل منتم  االأكثر نشاط العزلةلإنتقاء
   .Taskin et al لطريقةوفقا  ي قدرتالأنزيمعلى كل مادة مختبرة و نسبة الإنتاج  سلالةية لكل الأنزيمالنشاطية 

  :حسب العلاقة التالية( 2008) 

  ةمعدل قطر المستعمر  /ي= معدل قطر الهالةالأنزيمنسبة الإنتاج 
 

1.1.8.II .الأميلاز 

مضاف إليه  GYP  على الوسط ملم5 قرصإنزيم الأميلاز بزرع  على إنتاج العزلات الثلاثقدرة ااختبرت 
 ) بعد مدة الحضن غمرت الأطباق بمحلول الكاشف،  6 لىإالوسط  pHمن محلول النشاء ويعدل  0.2%

(IKI المتكون من iodine %1 2%و potassium iodide  . الهالة المحيطة بالمستعمرة الفطرية تعتبر نتيجة موجة
 .الوسط فيظهر بلون أزرق نزيم الأميلاز أما باقيألنشاطية 
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2.1.8.II .الليباز 

كمصدر وحيد  Tween 20 من % 1مضاف إليهPeptone Agar الفطر على وسط   من سلالةكل   مىتن
نزيم الليباز بظهور هالة ية الموجبة لأبعد عملية الحضن يعبر عن النشاط .لكربون والذي يعقم بمعزل عن الوسط ل

ناتجة عن تشكل أملاح الكالسيوم لحمض اللوريك المحررة من   الفطرية بشكل ترسبات بلورية حول المستعمرة
 .الأنزيمطرف 

3.1.8.II .البروتياز 

 :جيلاتين(الجيلاتين  محلول من0.4% مضاف إليه GYP وسط استعمل  لتحري عن إنتاج أنزيم البروتيازل
 الأطباق بعد عملية الحضن تغمر .المعقمGYP الذي يعقم لوحده ثم يضاف إلى الوسط  و )مل/100غ8

 ةمنطقة الجيلاتين المحللتظهر  الذي يترسب مع الجيلاتين، حيثلكبريتات الأمونيوم بالمحلول المائي المشبع 
فيترسب  نزيم البروتياز أما المنطقة غير المحللةأبشكل هالة شفافة حول المستعمرة الفطرية دلالة على وجود نشاط 

 .كبريتات الأمونيوم  مع

 

2.8.II .  باستعمال التخمر على وسط اصطناعي سائل و التخمر  اتالأنزيمإنتاج
 على وسط طبيعي صلب

لتخمر ويعرف أيضا با (Smf) في وسط سائلر : التخماتالأنزيمان لإنتاج تخدمست للتخمر  هناك طريقتان
، ومع المغمور التخمرتقنيات  اتالأنزيم. يستخدم معظم مصنعي (SSF)الحالة الصلبة  فير والتخم ،المغمور

 Viniegra-Gonzálezالزراعية كركيزة  المخلفاتباستخدام الصلبة  التخمرتقنيات بذلك، هناك اهتمام كبير 

et al., 2003)) البيئة  ثل، ويم اجيدًا مع استقلابه يتكيف حيث الفطريات الخيطية منذ ذلك الحين ، واسطةب
ز في الغالب في از والليباز والبروتيالصناعية مثل الأميلا اتالأنزيم. تستخدم لنمو الميسيليوم الملائمة الطبيعية

مجموعة  استخلاصها من وقد تم، (Mohapatra et al., 2003)والأغذية والمشروبات والمنسوجات إنتاج الأدوية
ولكن  (Muthulakshmi et al., 2011)متنوعة من المصادر مثل الحيوانات والنباتات والكائنات الحية الدقيقة 
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 Mohapatra) الميكروبية أكثر استقراراً من غيرها المشتقة من النباتات والحيوانات اتالأنزيمثبتت أن أالدراسات 

et al., 2003). 

1.2.8.II .إنتاج الأميلاز   
 التخمر في وسط سائل 

ثم ترشيحها. بعد ذلك تستعمل الرشاحة كمصدر للكربون في وسط  منهاحضر مستخلص البطاطا بغلي قطع 
Czapek dox 6.4مل من المعلق البوغي  1مل من الوسط بـ 100. يلقحx 410  7لـم °30ويحضن في  خلية/مل 

 10000وتجرى له عملية طرد مركزي بسرعة  لإزالة الميسيليوم، التخمرأيام. بعد انتهاء فترة الحضن يرشح مرق 

 نزيم خام.أ. يستعمل الجزء الطافي كم°4 /قائقد10 /دورة في الدقيقة

  في الحالة الصلبة التخمر 

دقيقة. بعد التعقيم ،  30لمدة  م ° 120من الماء المقطر عند  ٪ 50غ من نخالة القمح المبلل بنسبة  5م تعق 
،  التخمرلمدة أسبوع واحد. في نهاية  م ° 30عند من المعلق البوغي ، ثم حضنت  مل2بـ  الدوارق لقحت
، وتم تحريك المحتوى  صلبةال غرام من المادة 1لكل  مولار، 0.02وسفات المنظم فمن محلول ال مل 10 تضاف

 10دورة في الدقيقة لمدة  4000ركزي عند مطرد  تجرى له عملية وبعد ذلك يرشح دقيقة ،  30بأكمله لمدة 
 .(Farid et al., 2011)  نزيمالمادة الطافية الواضحة كمصدر للأ تستخدم دقائق. 

  للأميلازية الأنزيمتقدير النشاطية 

محلول  في مذاب ءنشا٪ 1 باستخدام Chancharoonpong et al. (2012)  طريقة وفق الأنزيمر نشاط قدي 
الخام وحضنت عند  الأنزيممل من  1مع  مادة التفاعلمل من 1 يمزج  . مولار كمادة تفاعل 0.1 المنظم الخل
ثنائي نتروسالسيليك في حمام -3،5مل من حمض  1التفاعل بإضافة يوقف  ذلك. بعد ائقدق 10لمدة  م° 30

ز عن اس نشاط الأميلاقي مل من الماء المقطر.  9أن يبرد الخليط، تضاف دقيقة ، بعد  15ماء مغلي لمدة 
 نانومتر.  540 طول الموجة طريق الامتصاص عند



 

50 
 

 المـــــــــواد والطـــــــرق 

 تساويوحدة دولية  1ميكرومولار من الغلوكوز في الدقيقة ) 1المحررة لـ  الأنزيمية بكمية الأنزيميعبر عن النشاطية 
وعرضت البيانات على أنها القيم  بثلاث مكرراتجميع التجارب  أجريت. (5)الملحق ميكرومولار/الدقيقة( 1

 المتوسطة.

2.2.8.II .إنتاج البروتياز 
 التخمر في وسط سائل 

٪ 4HPO2K ،0.5 ٪ 4MgSO ،0.5 ٪ NaCl ،0.004 ٪ 0.1)مل من وسط الإنتاج  40تحتوي على  دوارق تعقم

4FeSO ) من مل  1بـ  تلقح ثمدقيقة ،  20لمدة  م ° 121 في ، )وزن/حجم( من نخالة القمح ٪2مكمل بنسبة
عملية له تجرى  و التخمرح مرق رشي ،بعد انتهاء فترة الحضنلمدة أسبوع.  م ° 30عند  المعلق البوغي وتحضن

 خام ينزيمأستخدم المادة الطافية كمستخلص . تدقائق 10دورة في الدقيقة لمدة  10000ركزي بسرعة مطرد 
(Sandhya et al., 2005b.) 

 التخمرفي الحالة الصلبة 

4HPO2K ،0.5 ٪ 4MgSO ٪ 0.1) عدنيلول المالمحمل من  10 ـب ، وترطبدوارقمن نخالة القمح في غ  10 توزن

 ،0.5 ٪ NaCl ،0.004 ٪4FeSO) .30عند  ضنتحو  المعلق البوغيمل من  1 بـ تلقحو دقيقة ،  20م لمدة تعق ثم 

 أيام. 7لمدة  م °

وزن / وزن( ، يتم تحريك المحتوى  5: 1)بمعدل  التخمرلعجينة الماء المقطر  ، يضافالتخمرانتهاء فترة  بعد
المادة الطافية عن طريق الطرد  فصلقيقة. بعد ذلك تد 30لمدة  م° 30دورة في الدقيقة ،  180بالكامل عند 
 (.Sandhya et al., 2005b)نزيم للأكمصدر ستخدم  دقائق وت 10دورة في الدقيقة لمدة  10000المركزي عند 

  للبروتياز يةالأنزيمتقدير النشاطية 

 ينميكرولتر من الكازي 500، و  الأنزيمميكرولتر من مستخلص  30يحتوي على والذي  خليط التفاعليحضر 
لمدة  م ° 60عند  ثم يحضن، ( مولار 0.1) المنظم ميكرولتر من محلول الفوسفات 470، و  مادة تفاعلك ٪(1)

. بعد (TCA) ثلاثي كلورو أسيتيك حمض ٪10مل من  1إيقاف التفاعل بإضافة  بعد ذلك يتمدقائق ،  10
مولار  0.44بتركيز   3CO2Naمل من  5دقيقة ، تمت إضافة  15دورة في الدقيقة لمدة  3000الطرد المركزي عند 
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 30عند تحضن  ، ثمإلى المادة الطافية المجمعةة أضعاف المخفف ثلاث Folin-Ciocalteauمل من كاشف  1و 
 نانومتر. 660نشاط البروتياز باستخدام التحليل الطيفي عند  قديرتم تويدقيقة.  30لمدة  م °

وحدة من التيروزين في الدقيقة ) مولارميكرو  1الذي حرر  الأنزيمكمية ب الأنزيموحدة واحدة من نشاط  يعبر عن
بثلاث تم إجراء جميع التجارب  (.Sandhya et al., 2005b)( 5)الملحق  / دقيقة( ولارميكروم 1دولية تساوي 

 وعرضت البيانات على أنها القيم المتوسطة. مكررات

3.2.8.II .إنتاج الليباز 

 التخمر في وسط سائل 

عند  تحضن المعلق البوغي، ثممل من  1 بـ ، (MGM) مل من وسط النمو المعدني 20تحتوي على  دوارقح تلق 
 12000الطرد المركزي عند  ثمعن طريق الترشيح  يتم إزالة الميسيليومأيام. بعد فترة الحضانة ،  7لمدة  م ° 30

 .(Falony et al., 2006 )نزيم كمصدر للأالمادة الطافية الموضحة  م دقائق. تستخد 5دورة في الدقيقة لمدة 

 التخمر في الحالة الصلبة 

 ثمبعد التعقيم ، .  MGM المعدني وسطالمل من  5باستخدام  بوترط ،دوارقمن نخالة القمح في  غ 5خذ ؤ ت
 تضاف،  نفترة الحض انتهاء أيام. بعد 7لمدة  م ° 30 في دوارقي. تحضن بعد ذلك البوغالعلق لمبا وسطال يلقح
من  الأنزيم لاصدقيقة عند درجة حرارة الغرفة لتسهيل استخ 30رج الخليط لمدة يمل من الماء المقطر ، و  100

دورة في  12000الطرد المركزي عند  ثم تجرى له عملية، كل المحتوىرشح  ي ، بعد انتهاء المدةالركيزة المخمرة. 
 .(Falony et al., 2006 )نزيم خام أالطافية التي تم الحصول عليها ك المادة تستخدمدقائق.  5الدقيقة لمدة 

 تقدير نشاطية أنزيم الليباز 

للأحماض الدهنية المحررة من زيت الزيتون بفعل  NaOH بـباستخدام طريقة المعايرة  الأنزيمتم تحديد نشاط 
 لمل من محلول الخ4غ من زيت الزيتون و 2الخام مع  الأنزيممل من 1يحضر وسط التفاعل بإضافة الليباز. 
 120عند  سرعة الرجدقيقة مع  30لمدة  م ° 37الخليط عند  مل من الماء المقطر. يحضن 3ثم ( pH5)المنظم 
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تتم معايرة  .(ح/ح 1: 1الأسيتون: الإيثانول ) خليط مل من 20دورة في الدقيقة. تم إيقاف التفاعل بإضافة 
 .NaOHميليمولار من  50الأحماض الدهنية المحررة بمحلول 

كل دقيقة لكل مل في  ميكرومول من الأحماض الدهنية  1الذي حرر  الأنزيمكمية ب الأنزيمنشاط  يعبر عن
 1من الركيزة المخمرة ) غرام( ، أو لكل .ملميكرومول / دقيقة  1وحدة دولية تساوي  1) SmFبالنسبة لـ 

 (.5)الملحق et al., 2002) SSF (Prabhakar( لـ  .غميكرومول / دقيقة  1وحدة دولية تساوي 

 .وعرضت البيانات على أنها القيم المتوسطة بثلاث مكرراتجميع التجارب  أجريت

.9.IIتحديد بعض الظروف المثلى لإنتاج أنزيمات الليباز،الأميلاز و البروتياز 
 (SSF) باستعمال التخمر في الحالة الصلبة 

 S1 A. oryzaeالمدروسة المفرزة من طرف  الفطر اتالأنزيمتم دراسة تأثير بعض العوامل على نشاطية 

حجم  و ، نوع المصدر الكربوني والنيتروجيني نسبة الرطوبةوقد اشتملت هذه العوامل على درجة حرارة الحضن، 
اتبعت نفس الطريقة المذكورة سابقا لعملية التخمر في الحالة الصلبة باستعمال نخالة القمح كوسط  اللقاح.

 . وتم إحداث التغيرات في العوامل المراد دراستها بشكل منفصل. اتالأنزيمطبيعي للنمو لإنتاج 
1.9.II . رارة الحتأثير درجة 

 مل من المعلق البوغي1، حضنت الدوارق بعد تلقيحها بـ الأنزيملتحديد درجة الحرارة المثلى لنشاط 
أيام. بعد انتهاء فترة الحضن  7م لمدة °35و  30، ،28، 25 في عدة درجات حرارة: خلية/مل 6.4X410كيزبتر 

وتقدير النشاطية لكل أنزيم في كل درجة حرارة بنفس الطريقة المذكورة سابقا لكل  تجرى عملية الإستخلاص
 Sandhya) وعرضت البيانات على أنها القيم المتوسطة  ثلاث مكررات. أجريت التجارب باتالأنزيمنوع من 

et al., 2005b  ؛Farid et al., 2011.) 

2.9.II . نسبة الرطوبةتأثير 

و  100  ، 50،75،، تم ترطيب الوسط بنسب مختفلة من الرطوبة اتالأنزيملنشاط لتحديد نسبة الرطوبة المثلى 
أيام. بعد 7  م لمدة °30مل من المعلق البوغي الفطري وتحضن في درجة حرارة 1ثم يلقح كل دورق بـ  ،% 125
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انتهاء فترة الحضن تجرى عملية الإستخلاص وتقدير النشاطية لكل أنزيم بنفس الطريقة المذكورة سابقا. أجريت 
 Farid et؛  Sandhya et al., 2005b) وعرضت البيانات على أنها القيم المتوسطة  ثلاث مكرراتالتجارب ب
al., 2011.) 

3.9.II .تأثير حجم اللقاح 

 6.4بتركيز بتثبيت الظروق المثلى من درجة الحرارة ونسبة الرطوبة، تلقح الدوارق بعدة أحجام من المعلق البوغي

X410 بعد انتهاء فترة الحضن تجرى عملية الإستخلاص وتقدير النشاطية لكل مل.  3و  2، 1، 0.5:  خلية/مل
وعرضت البيانات  ثلاث مكررات. أجريت التجارب باتالأنزيمأنزيم بنفس الطريقة المذكورة سابقا لكل نوع من 

 (.Farid et al., 2011؛  Sandhya et al., 2005b) على أنها القيم المتوسطة 

4.9.II .الكربوني والأزوتي تأثير نوع المصدر 

)وزن /  ٪1لوكوز ، والغليسيرول( بنسبة غ، السكروز ، الءلقمح بمصادر كربون مختلفة )النشاتم استكمال نخالة ا
؛ كبريتات الأمونيوم ونترات  ٪1ستخدم الببتون كمصدر عضوي بنسبة اوزن( وبالنسبة لمصدر النيتروجين 

. بعد تثبيت كل العوامل السابقة في القيم المثلى مع، ٪ 0.25كمصدر غير عضوي بنسبة  3KNOالصوديوم و 
انتهاء فترة الحضن تجرى عملية الإستخلاص وتقدير النشاطية لكل أنزيم بنفس الطريقة المذكورة سابقا. أجريت 

 .(Falony et al., 2006) وعرضت البيانات على أنها القيم المتوسطة  ثلاث مكرراتالتجارب ب

بتنمية الفطر تحت نفس ظروف التجربة في وسط نخالة القمح بدون إضافة أي مصدر تم تحضير وسط شاهد 
 .ينيكربوني أو نيتروج

 

 

 



 

 
 

 

 



 

54 
 

 النتــــــــــــــــــــائــــــج 

.1.III لفطر  العزلات الثلاثتعريفA. oryzae 
 

، مستعمرة ناعمة إلى شكل  PDAيتضح من خلال الملاحظة العينية لمستعمرة الفطر النامية على وسط 

البداية ذات لون أبيض ثم تميل تكون في  مسحوقي، ذات ميسيليوم هوائي و غنية بالأجسام الحجرية ، حيث

أنه يتكون من حامل أما مجهريا فيظهر الفطر  (.6شكل)صفراء شاحبة  إلى الاصفرار،أما الخلفية  فتظهر

متراصة مع بعضها البعض بشكل  (Phialides)عليها زوائد  ،كونيدي طويل يحمل رأس بوغية كبيرة شبه كروية

مخضر داكن  منتظم، تحمل أبواغ الفطر،أما الميسيليوم فهو متشابك و يظهر شفاف. تظهر الأبواغ بلون أصفر

 (.7شكل ) بيضويإلى زيتوني ذات شكل 

            
    الخلفية                                الواجهة                                

 م°30عند درجة  PDAمنماة على وسط   A. oryzaeمستعمرة  .6شكل 
 

  
 –ب  -                                     -أ   -                   

 تحت المجهر A.oryzaeالرأس البوغية لفطر  .7شكل
 X4تكبير     :-ب -       X40تكبير :    -أ -                      
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.2.III النشاطية المضادة للميكروبات لمستخلصات الإيثيل أسيتات إختبار
 للعزلات الثلاث

لقد  .العزلات الثلاثالأكبر من بين كروبي يذات النشاط الضد م العزلةيهدف هذا الإختبار إلى انتقاء       

 ،التثبيط )مم(، والمعبر عنه بقطر  (S1, S2, S3) العزلات الثلاثبينت النتائج اختلاف تأثير مستخلصات 

فلم يكن  S3 و S2 السلالتينأما . ) (S3 0.05> pو S2 السلالتينو  S1 العزلةحيث كان هناك فرق معنوي بين 

مناطق تراوحت حيث نشاطية ضد بكتيرية على جميع الأنواع  S1 العزلةشهدت  هناك فرق معنوي بينهما.

 ومم  25بـ  ECRB، تليها  مم 26بـ  P. aeruginosaمم، أكبرها كان على بكتيريا  26-17.66التثبيط من 

B. cereus   مم، ثم  24بـMRSA   وK. pneumoniae  مم. أما بالنسبة للعزلتين  23بـS2  وS3  فلم يكن

لكلا  S. aureusتأثير مستخلصاتهما على كل الأنواع البكتيرية، حيث لم يتم تسجيل أي تثبيط على بكتيريا 

مم  23-11. أما مناطق التثبيط الأخرى فقد تراوحت بين S2 سلالةبالنسبة لل ECRBعلى و ،  السلالتين

العزلات فإن  C. allbicansأما بالنسبة للخميرة  .S3 سلالةمم بالنسبة لل20-14و بين  S2 سلالةبالنسبة لل

اعتمادًا على النتائج الإحصائية  (.9شكل ؛  8)شكل مم  17 بـ  S1لها تأثير واضح خاصة بالنسبة لـ  الثلاث

 .والنشاط المضاد للفطريات MICلتحديد  ابمثابة سلالة نشطة جدًا في هذا الاختبار وتم تقييمه S1، تم اعتبار 

التي شهدت أحسن نشاطية مضادة للميكروبات، وكان ذلك  S1 العزلةحدد التركيز الأدنى للتثبيط لمستخلص 
 حساسية.بالنسبة للسلالات الأكثر 

ميكروغرام/  7.28، حيث أظهر المستخلص أضعف تركيز مثبط (4)  الجدولالنتائج المتحصل عليها موضحة في 
 C. albicansميكروغرام/مل بالنسبة للخميرة  21.85و  P. aeruginosaو  B. cereusمل بالنسبة لبكتيريا 

 والبكتيريا الأخرى المختبرة.
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أدى إلى تثبيط نمو  A. oryzae S1أما بالنسبة للنشاطية المضادة للفطريات الخيطية، فقد لوحظ أن نمو الفطر 
 الفطريات الممرضة المختبرة بنشاط منخفض إلى متوسط، حيث كانت نسب التثبيط على النحو التالي: 

A. solani (9.3% ) ،F. oxysporum (37%)  وA. flavus (46% ) (10) الشكلكما هو موضح في. 

 

 
على نمو مختلف الكائنات الحية  العزلات الثلاثمقارنة بين متوسط قطر التثبيط لمستخلصات  .8شكل 

 الدقيقة الممرضة
 

 A.oryzae S1التراكيز الدنيا المثبطة لمستخلص الفطر  . 4 جدول

B. cereus P. aeruginosa 
 

C.albicans MRSA 
 

S.  aureus 
 

K. 
pneumoniae 

 

E. coli 
 

الكائنات الحية 
 الدقيقة الممرضة

 
07.28±0.13 

 
 

 
21.85±0.35 

التركيز الأدنى 
 للتثبيط

 ميكروغرام/مل( (
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S.  typhimurium                                       B. cereus                         E. coli    

        

     MRSA                          S. aureus                                    S . typhi 

           

ECRB                                        K. pneumoniae                     P . aeruginosa 

 

C.albicans 

 اختبار النشاطية المضادة للميكروبات للعزلات الثلاث .9شكل 
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 A. oryzaeالنشاطية المضادة للفطريات لفطر  .10شكل 
 A. solani -، جA. flavus -، بF. oxysporum-أ     

 

.3.IIIلةعز التشخيص الجزيئي لل A. oryzae S1  
على أنه السلالة  PCRتأكد تشخيص الفطر من خلال التشخيص الجزيئي بعد تحديد التسلسل لنواتج 

A. oryzae 18HG80 ، (.5)جدول مع قاعدة البيانات %94حيث كان التطابق بنسبة 
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  A. oryzae 18HG80  للعزلة PCR لنواتج  نكليوتيديالتسلسل ال 5.جدول 

 (8الملحق)  (KP256849.1)رقم التسلسل  SVP01 oryzae . Aالمرجعية ونسبة تطابقها مع السلالة
 

 

.4.III المضادة  الجزيئات الحيويةعلى إنتاج  الفيسيولوجيةتأثير بعض العوامل
 A. oryzae 18HG80 سلالةللميكروبات من طرف ال

1.4.III .تأثير درجة الحرارة 

نتاج المستقلبات الثانوية. أظهرت نتائج إتعتبر الحرارة من العوامل البيئية المهمة التي تؤثر على النمو وكذلك على 

تبين ذلك من و  الجزيئات الحيويةنتاج إ في( p<0.0001)تنمية الفطر في درجات مختلفة من الحرارة تباينا كبيرا 

 المستقلبات إنتاج م ° 35 إلى 25 من الحضن حرارة درجات زيادة ة للميكروبات. عززتخلال النشاطية المضاد

        SVP01 Aspergillus oryzaeمع السلالة المرجعية نسبة التطابق                                       
                                                          نكليوتيديال التسلسل 

  

94 % 

 

GCGTAGGTGACCTGCGGAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCCTCGTGGAGCCCAACCTCCCACCCGTGT 

ATACTGTACCTTCGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTCATGGCCGCCGGGGGGCTTCTGCCCCCGGGCCCGCG 

CCCGCCGGAGACACATGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTCACACAATCAGTTAAAACT 

TTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGC 

AGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCG 

AGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCCTCGTCCCCCCCGGGGGACGTGCCCGAAA 

GGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGCAGGCCCGGCCGG 

CGCTGGCCGACGCGAAAGCAACCATTTTTTCTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC 

TTAAGCATATCAAAAGCCGGAGGAAA 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP256849.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=60&RID=CA0P2XFR01R
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خاصة ، المختبرة الدقيقة الحية الكائنات ضد م° 30 عند تثبيط منطقة أقصى تسجيل تمحيث   بيولوجيًا النشطة

 .(11 ) شكل م°28معنوي في التأثير عليها عند الدرجة  جد لم يكن هناك فرق والتي ،C. albicansبالنسبة لـ 

 
 المضادة للميكروبات الجزيئات الحيويةتأثير درجة الحرارة على إنتاج  11. شكل

 معنوي جد وجود فرق*** 
 

2.4.III. تأثير الأس الهيدروجيني  

، 6، 4وهي: pHالجزيئات الحيوية، والتي شملت اختبار قيم مختلفة لـ   لمعرفة قيم الأس الهيدروجيني المثلى لانتاج

تم الحصول حيث (، p<0.0001)، وتقدير النشاطية المضادة للميكروبات. تبين أن هناك فرق جد معنوي 11و 8

و  pH 8أما بالنسبة للوسطين ذوي ؛  6و  pH 4الوسطين ذوي ضاد للميكروبات عند نشاط معلى أعلى 

 (.12تلاحظ أي مناطق تثبيط لكل السلالات المختبرة ) شكللم ف 11
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 المضادة للميكروبات الجزيئات الحيويةتأثير الأس الهيدروجيني على إنتاج  .12شكل                   

 معنوي جد وجود فرق*** 
  

3.4.III .تأثير درجة ملوحة الوسط 

إنتاج  ىعلكبير   تثبيطي أن الملوحة لها تأثير ولارم 2إلى  مولار 0.5كلوريد الصوديوم من   تراكيزأظهرت زيادة 
 0.5عند  E. coliو  S. aureus ـل ةضادم يةنشاط ت، حيث لوحظذات النشاط ضد ميكروبي الجزيئات الحيوية

عند كذلك   ، وC. albicansتأثير ضد  أي ، بينما لم يكن هناك ولارم 1عند  S. aureusوفقط ضد مولار، 
 (.13 )الشكل مولار 2و  1.5التراكيز 

       4.4.III .تأثير مدة الحضن 
الفطرية قيد الدراسة، وذلك بتقدير النشاطية المضادة للميكروبات  سلالةمن ال الجزيئات الحيويةتمت متابعة إنتاج 

أن النشاطية المضادة للميكروبات تظهر بعد (  (15الشكل، وقد بينت النتائج الموضحة في يوما 28، لمدة 
، اد في اليوم الحادي والعشرين دز ييومًا ثم  15-7هذا النشاط مستقراً بين الأسبوع الاول من النمو، ويظل 

 .ناليوم الثامن والعشرين من الحضفي  اهأقص ليصل إلى
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 المضادة للميكروبات الجزيئات الحيويةعلى إنتاج  NaClتأثير تركيز  .13شكل

 معنوي جد وجود فرق*** 
 

 
 المضادة للميكروبات الجزيئات الحيويةتأثير مدة الحضن على إنتاج   14.شكل

 وجود فرق معنوي * ; معنويجد وجود فرق *** 
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.5.III باستعمال التخمر في الوسط  الجزيئات الحيويةمقارنة بين استخلاص
 السائل والتخمر في الحالة الصلبة

يلاحظ امتلاء   النمو بشكل جيد على وسط عجينة نخالة القمح. حيث 18HG80  A. oryzae سلالةيمكن لل  
مناطق  ظهور بالإضافة إلى ، غالمستعمرات بلون أصفر ذات شكل مسحوقي و غنية بالأبوا  تظهر و .لدورقا

، حيث يظهر YESمقارنة مع نمو الفطر في وسط  .مع غياب تام للأجسام الحجريةبيضاء كثيفة و قطنية 
 (.15الشكل )الميسيليوم بشكل كتلة  بيضاء سميكة و صلبة

1.5.III . الكشف الأولي للمركبات الحيوية بواسطة كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة
(TLC)  

، بواسطة كروماتوغرافيا الطبقة الوسطين ) السائل والصلب(  فحص المستخلص الخلوي المتحصل عليه من 
و  254عند طولي الموجة   UVالرقيقة ، و شوهدت الصفائح في الضوء المرئي و تحت الأشعة فوق البنفسجية 

 خمسة بقعملاحظة الألواح ،ظهور تبين من خلال  بعد المعاملة الكيميائية بكواشف خاصة . نانومتر ،  365
إلا البقع بالنسبة لوسط التخمر الصلب )نخالة القمح(،  ، بينما ظهرت نفس( YES)بالنسبة للوسط السائل 

 ) ( 6يبين الجدول ( .16جديدة )شكلأكثر شدة وومضان أقوى، إضافة إلى بقعة سادسة ظهرت بلون  أنها
 لكل بقعة.( Rf)قيم معامل الإنسياب 

 
ووسط نخالة القمح  (SmF)بعد التخمر في الوسط السائل A. oryzae 18HG80نمو فطر  . 15شكل 

 (SSF)الصلب 
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 (UVنانومتر )365فصل المركبات باستعمال كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة تحت  16.شكل 

 

 لمختلف البقع في الوسطين السائل والصلب (Rf)قيم معامل الإنسياب  . 6جدول 

  (Rf)معامل الإنسياب  
لون البقع تحت أشعة 

UV  (365 نانومتر) 
وسط التخمر  البقع

 (SmF)السائل 
وسط التخمر 

 (SSF)الصلب 
1 

2 

3 

4 

5 

6 

0.04 

0.54 

0.61 

/ 

0.76 

0.87 

0.04 

0.54 

0.61 

0.68 

0.76 

0.87 

 ابيضومضان 
 بنفسجي داكن

 بني فاتح
 بنفسجي فاتح

 ومضان أزرق فيروزي
 برتقالي
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2.5.III . الكتلة  كروماتوغرافيا الطور الغازي مع طيفبواسطة   الجزيئات الحيويةتعريف
(GC/MS) 

لمستخلصات الإيثيل أسيتات لكل نوع من  الكتلة كروماتوغرافيا الطور الغازي مع طيفأظهرت نتائج   
 الجزيئات الحيويةوعية ، تباينا من حيث كمية ون (8و 7) في الجدولينوالمبينة  (SSFو  Smf التخمرات )

مركب في مستخلص  73، في حين تم تعريف SmFمركب في مستخلص  104المستخلصة. تم تعريف حوالي 
SSF في مستخلص  نوعا ما ك والكوجيك، إلا أن نسبتهما كانت أكبرحمضي السيكسيني،  وكان أبرزهاSSF 

، SSFفي  %48و  Smfفي  %42.284، حيث كانت نسبة حمض السيكسينيك  SmFمقارنة مع مستخلص 
 . تم توضيح كروماتوغرامSSFفي  %25.097و  SmFفي  % 24.845 نسبته أما حمض الكوجيك فكانت

GC/MS  (18 و17 ) الشكلينلكلا المستخلصين في.  

 

 
  باستعمال تخمر الوسط السائل A.oryzae 18HG80لمستخلص فطر   GC/MS مراكروماتوغ  17. شكل
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 باستعمال تخمر الوسط الصلب A.oryzae 18HG80لمستخلص فطر   GC/MSم  كروماتوغرا  .  18شكل
 

باستعمال التخمر في   A. oryzae 18HG80التي تم تعريفها في مستخلص  الجزيئات الحيوية 7. جدول
 SmFالوسط السائل 

الرقم 
 التسلسلي

 وقت
 الإحتفاظ
(RT) 

 )الدقيقة(

 
 إسم المركب

 
 النسبة
(%) 

1 3.63 dl-3,4-Dehydroproline methyl ester 0.021 

2 3.713 (+)-3,4-Dehydroproline amide 0.128 

3 3.823 2-Propyn-1-amine, N-methyl 0.021 

4 3.965 (+)-3,4-Dehydroproline amide 2,5-Dihydro-1H-
pyrrole-2-carboxamide 

0.012 

5 4.458 1,7-Heptanediol 0.035 
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6 4.59 Dehydromevalonic lactone 0.107 

7 4.637 Tetrahydrocyclopenta[1,3]dioxin-4 one 0.012 

8 4.76 1H-Imidazole, 1-acetyl- 0.0141 

9 4.898 1-Methoxy-2-methyl-3-butene 0.112 

10 5 2-Pentyne 0.038 

11 5.358 2-Coumaranone 0.306 

12 5.405 4-Ethyl hydrogen itaconate-Ethoxy-2-
oxoethyl)acrylic acid 0.412 

13 5.621 Butanoic acid, 2-methyl-, 3-methyl 
-3-butenyl ester 0.010 

14 6.121 Cyclohexanone, 2-methyl 1.622 

15 6.426 3(2H)-Furanone, 2-(1-hydroxy-1-methyl-2-
oxopropyl)-2,5-dimethyl 

0.392 

16* 9.580  Kojic acid 24.845 

17 10.202 7-Oxabicyclo[2.2.1]hept-5-en-2-one 0.028 

18* 10.655 Butanedioic acid (succinic acid) 42.284 

19 11.159 beta.-D-Glucopyranose, 1,6-anhydro 0.678 

20 11.352 
 

Benzene acetic acid, 4-hydroxy-4-
Hydroxybenzeneacetic acid 

0.353 

21 11.422 2-Furoic acid, oct-3-en-2-yl ester 0.200 

22 11.502 3H-Pyrazol-3-one, 2,4-dihydro-2,4- 
Dimethyl 

0.542 

23 11.62 Boronic acid, ethyl-, bis(2-mercap    toethyl ester 0.678 

24 11.691 2,10-Dodecadien-1-ol, 3,7,11-trime thyl-, (Z) 0.865 

25 11.903 Coumarin-6-ol, 3,4-dihydro-4,4,7-trimethyl 0.190 

26 11.94 2-Pentenoic acid, 3-ethyl-, methyl  ester 0.122 

27 12.006 1-isopropyl-5-methylbicyclo[3.2.2] 
non-3-en-2-one 

0.144 



 

68 
 

 النتــــــــــــــــــــائــــــج 

28 12.115 4(1H)-Pteridinone2-amino-6,7-dimethyl 0.126 

29 12.221 Methylthiouracil 0.322 

30 12.326 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methyle  thenyl) 0.214 

31 12.454 1-(Ethylthio)-2-methoxybenzene 0.159 

32 12.553 4-Methyl-6,7,8,9-tetrahydronaphtho 
[2,1b]thiophene 

0.215 

33 12.666 beta.-Ionon3-Buten-2-one, 4- (2,6,6-trimethyl-1-
cyclohexen-1-yl 

0.227 

34 12.807 6-Acetamido-2-methylbenzothiazole  N-(2-Methyl-
1,3-benzothiazol-6-yl)acetamide 

0.759 

35 12.906 3-Amino-4-cyanoisoquinoline 0.121 

36 13.273 5-Nitroso-2,4,6-triaminopyrimidine 0.309 

37 13.339 Pentaborane(9), bromo 0.08 

38 13.414 2-Naphthalenol, 5,6,7,8-tetrahydro 6-
Hydroxytetralin 

0.052 

39 13.504 1,2-Cyclopentanedione,3,3,5,5-tetramethyl 0.234 

40 13.586 5-Methyl-4-oxa-5-azadispiro [2.2.4. 1]undecane 0.088 

41 13.893 Naphthalene, 1,8-dimethyl-1,8-
Dimethylnaphthalene 

0.0342 

42 14.172 L-Leucine, N-cyclopropylcarbonyl-,methyl ester 0.536 

43 14.46 (+-)Boschnialactone 0.615 

44 14.61 Benzidine,3,3'-dimethoxy-[1,1'-Biphenyl]-4,4'-
diamine, 3,3'-dimethoxy 

0.085 

45 14.671 5-Hydroxy-2-methylthiopyrimidine 0.038 

46 14.756 Bicyclo[3.3.1]non-2-en-4-ol-9-one,1,4,8,8-
tetramethyl 

0.054 

47 14.808 Pyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione,5-[1-(2-
aminophenylamino)propylidene] 

0.0133 

48 15.109 6(5H)-Pteridinone, 4-methyl 0.047 
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49 15.199 (Z)-2-[1-(2,5-Dimethyl-3-furyl)propyldene]-3-
isopropylidenesuccinic anhydride 

0.077 

50 15.331 1,3-BUTADIENE, 1,1-DIPHENYL 0.094 

51 15.397 6-(2-Chloroethoxy)-N-cyano-N',N'-dimethyl-
1,3,5-triazine-2,4-diamine 

0.063 

52 15.511 Benzenamine, 2,4,6-trimethyl 0.457 

53 15.698 7,8-DIHYDROXY-.ALPHA.-DUNNIONE 0.04 

54 15.783 5H-Indeno[2,1-E]1,2,4triazin-5-one  , 3-hydrazino-
, hydrazine 

0.06 

55 16.013 1-Cyclohexene-1-carboxaldehyde,4- (1-
methylethenyl) 

0.025 

56 16.089 4-Methylformanilide 0.123 

57 16.229 Cyclopentane, pentyl 0.11 

58 16.371 3-Hydroxy-N'-(3-nitrobenzylidene) Benzhydrazide 0.018 

59 16.39 4-[5-Methyl-2-(1-methylethylidene)cyclohexyl]-3-
cyclohexen-1-one 

0.06 

60 16.607 1,3,5,7,9-Pentaazatricyclo[5.3.1.0 (4.11)]undecane-
2,6-dione,9-(2-hydroxyethyl)-3,5-dimethyl 

0.097 

61 16.724 4,5,9,10-Tetrahydropyrene 0.172 

62 16.814 Isobutyramide, N-(4,6-dimethoxypyrimidin-2-yl) 0.045 

63 17.002 4-[3-Methyl-1-(2-methyl-1-propenyl)-2-butenyl]-
3-cyclohexen-1-one 

0.014 

64 17.073 Retinal Retinene E-Retinal Retinene1 Axerophthal 0.005 

65 17.143 Bicyclo[4.1.0]heptane,-3-cycloprop  yl,-7-
carbethoxy, cis 

0.018 

66 17.473 1-(p-hydroxyphenyl)-2,3-dimethyl-4-(prop-2-yl)-
2,5-dihydropyrazole-5-one 

0.057 

67 17.553 Propenamide,2-cyano-N-isopropyl-3-(3,4 
dimethoxyphenyl) 

0.025 

68 17.671 5-Methyl-4-oxa-5-azadispiro[2.2.4.1] undecane 0.019 
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69 17.892 1-(1'-Hydroxy-2',2',6'-trimethyl-4'oxocyclohexyl) 
butan-2-one 

0.034 

70 17.996 Tricyclo[6.3.3.0]tetradec-4-ene,10,13-dioxo 0.009 

71 18.085 Methoxamine Benzenemethanol, lpha.-(1-
aminoethyl)-2,5-dimethoxy 

0.01 

72 18.104 Cyclopentane, 2-n-octyl 0.005 

73 18.203 5,8-Methano-4H-3,1-benzoxazine-2-thione,1,2,4a-
rel,5-trans,6,7,8-cis,8a-cis-octahydro 

0.034 
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18.349 7-Amino-1,4-dimethylpyrimido[4,5-c]pyridazine-
3,5-(1H,2H)-dione 

0.027 

75 18.448 Decanoic Acid, 2,2,2- trifluoroethwxyl ester 0.081 

76 18.449 5-Hydroxymethyl uracil 0.07 

77 18.759 PALLADIUM,BIS[(1,2,3-.ETA.)-2 PENTENYL] 0.021 

78 19.146 Germacrene A 0.02 

79 19.173 Propanedinitrile,1-(1-cycloocten-1-yl)-1-(1 
cyclopenten-3-on-1-yl) 

0.031 

80 19.291 5-Acetyl-2-methylpyridine4-propyl-3 
thiosemicarbazone 

0.022 

81 20.255 5-Benzofuranacetic acid,6-ethenyl-2,4,5,6,7,7a-
hexahydro-3,6-dimethyl-.alpha.-methylene-2-oxo-, 

methyl ester 

0.022 

82 20.345 1R,3Z,9s-4,11,11-Trimethyl-8-
methylenebicyclo[7.2.0]undec-3-ene 

0.011 

83 20.515 Cyclopenta[c]pyran-1(4aH)-one,5,6,7,7a-
tetrahydro-4,7-dimethyl 

0.02 

84 20.883 Triethylenemelamine1,3,5-Triazine,2,4,6-tris(1-
aziridinyl) 

0.033 

85 21.056 (+)-Grandisol 0.007 

86 21.193 1-(2-Nitrobenzyl)isoquinoline 0.012 

87 21.254 Aristolone 0.012 
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88 21.41 1,1-Di-D3-Methyl-4A-Methyl1,2,3,4,4A,10,10A-
Octahydro-2 Oxyphenantherene 

0.004 

89 21.716 phenanthro[9,10-c]furan-Oxa-2H 
cyclopenta[l]phenanthrene 

0.005 

90 21.815 Phosphine oxide, triphenyl-Triphenylphosphine 
oxide 

0.0018 

91 21.951 1,4-Naphthalenedione,5,8-dimethoxy-1,4-
Naphthoquinone, 5,8-dimethoxy 

0.0013 

92 22.055 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.042 

93 22.149 1-Methyl-3-phenyl-4-formyl-1,3(2H-
dihydroimidazole-2-thione 

0.017 

94 22.714 5-Benzofuranacetic acid,6-ethenyl-2,4,5,6,7,7a-
hexahydro-3,6-dimethyl-.alpha.-methylene-2-oxo-, 

methyl ester 

0.004 

95 23.147 1,2-Benzisothiazole, 3-methoxy 0.013 

96 23.698 3,7,11,15-Tetramethylhexadeca-1,6,10,14-tetraen-
3-ol 

0.002 

97 
23.802 

1-Propene,2-nitro-3-(1-cyclooctenyl)1-(2-Nitro-2-
propenyl)-1-cyclooctene 

0.011 

98 24.324 1H-Purin-2-amine,6-methoxy-2-Amino-6-
methoxypurine 

0.168 

99 24.484 TRANS-.GAMMA.-BISABOLENE 0.001 

100 24.569 p-(Methylthio)benzyl alcohol 0.007 

101 25.32 Dodemorph 0.008 

102 30.74 4-Allyl-5-furan-2-yl-2,4-dihydro-[1,2,4]triazole-3-
thione 

0.009 

103 30.775 Cheilanth-13(14)-enic Methyl Ester 0.006 

104 31.439 Benzenemethanol,alpha.-ethynyl-.alpha.-phenyl 0.002 

 داكن. ط*المركبات الموجودة بأعلى نسبة تظهر بخ
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باستعمال التخمر الحالة   A. oryzae 18HG80التي تم تعريفها في مستخلص  الجزيئات الحيوية  8.جدول
 SSFالصلبة 

وقت الإحتفاظ  إسم المركب (%)النسبة 
(RT ))الدقيقة( 

الرقم 
 التسلسلي

0.421 2,5-Difluorophenylhydrazine 4.225 1 
0.758 4-Ethyl hydrogen itaconate2-(2-Ethoxy-2-

oxoethyl)acrylic acid 
5.167 2 

0.785 Benzeneacetic acid 5.240 3 
25.097 Kojic acid 303.6 4 
0.218 Benzaldehyde, 3-hydroxym-Formylphenol  

Benzaldehyde, m-hydroxy- 
6.656 5 

0.268 Benzenemethanol, 4-methoxyAnise alcohol- 7.501 6 
0.110 Naphthalene, 2-ethylbeta.-Ethylnaphthalene2-

Ethylnaphthalene 
7.586 7 

0.094 Glutaric acid, di(4-methoxy-2-methylbutyl) ester 7.619 8 
48 Butanedioic acid (Succinic acid) 7.981 9 

2.326 5-Oxohexanethioic acid, S-t-butyl-ester 8.395 10 
0.430 4,11-Dioxa-3,5-dimethyltetracycloundecane 9.250 11 
0.354 5,5 Dimethyl-3-vinyl cyclohex-2-en -1-one 9.474 12 
0.688 Naphthalene, 1-(1-cyclopenten-1-yl) 9.529 13 
0.357 Diethyl Phthalate1,2-Benzenedicarboxylic acid, 

diethyl ester 
9.608 14 

0.103 3-Ethoxyacrylonitrile 9.902 15 
0.347 Benzo[b]thiophene-2-ol-1-Benzothiophen-2(3H)-

one 
9.960 16 

0.248 Cyclopentane, pentyl 10.065 17 
0.206 3,4-Dihydroxypropiophenone 10.165 18 
0.155 Acetaldehyde, methyl(2-propenyl)hydrazine 10.287 19 
0.349 Naphazoline 10.652 20 
0.286 4-Acetoxycinnamic acid p-Acetoxycinnamic acid 10.793 21 
0.059 Phenol, 2,5-dichloro-4-methoxy 10.845 22 
0.094 3,3'-Bis(1,2,4-oxadiazolyl)-5,5'-diamine 10.890 23 
0.171 4-Methoxy-2-methyl-1-(methylthio)benzene 10.961 24 
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0.267 9-Amino-6-[methylthio]-9H-purine6-
(Methylsulfanyl)-9H-purin-9-amine 

10.994 25 

0.085 Carbonic acid, pentadecyl propyl ester 11.588 26 
0.063 Bicyclo[2.2.2]octane, 1-fluoro-4-methyl 11.735 27 
0.182 6-Acetamido-2-methylbenzothiazole 11.801 28 
0.251 3-Acridinol 11.847 29 
0.589 Flopropione 11.959 30 
0.148 6-Oxabicyclo[3.1.0]hexan-3-one, 2, 2,4,4-

tetramethyl 
12.149 31 

0.075 6-Methoxycoumaran-3-one 12.426 32 
0.309 Propanedinitrile, 2,4,6-cyclohepta trien-1-ylidene 13.289 33 
1.259 Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-

methylpropyl) 
13.493 34 

0.276 Cyclohex-2-enone, 3-(N',N'-dimethylhydrazino) 13.669 35 
0.228 8-Methyl-6-nonenoic acid 14.678 36 
0.109 Methoxsalen 15.000 37 
0.210 5-(t-Butyl)-3,3-dimethyl-4-(benzyl )thiophen-

2(3H)-one 
15.185 38 

0.095 Ethyl undecyl carbonate 15.382 39 
0.136 1H-Pyrrole, 1-[2-(adamantan-1-ylox y)ethyl] 15.883 40 
0.034 2-Propenoic acid, 3-(2-thienyl) 16.056 41 
0.116 6-Methyl-3-nitro-2(4H)-pyridone 16.686 42 
0.122 Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro-4a,8 

dimethyl-2-(1-methylethenyl)-, [2R 
(2.alpha.,4a.alpha.,8 a.beta.)] 

16.788 43 

0.341 Benzene, 2-(2-isothiocyanatopropyl )-1,4-dimethoxy 16.901 44 
0.125 Methyl 2-octylcyclopropene-1-hepta noate 17.010 45 
0.266 Cyclopropanecarboxylic acid, 2-(2- methyl-1-

propenyl)-, methyl ester 
17.150 46 

0.126 1,2,3,4-Tetramethylanthracene 17.284 47 
0.167 1H-Benzocyclohepten-7-ol, 2,3,4,4a ,5,6,7,8-

octahydro-1,1,4a,7-tetramethyl 
17.422 48 

0.148 Tetracyclo[4.4.1.1(7,10).0(2,5)]do dec-3-en-11-ol 17.467 49 
0.158 2-(2-Hydroxypropionyl)phenylglyoxy lic acid, methyl 

ester 
18.310 50 



 

74 
 

 النتــــــــــــــــــــائــــــج 

0.064 5-Hydroxy-2-nitrobenzaldehyde-6 -Nitro-3-
hydroxybenzaldehyde 

18.438 51 

0.063 N-(5-Fluoro-tricyclo[2.2.1.0*2,6*] hept-3-yl)-
acetamide 

18.854 52 

0.423 Ergotaman-3',6',18-trione, 9,10-di hydro-12'-
hydroxy-2'-methyl-5'-(phenylmethyl)-, 

(5'.alpha.,10.alpha) 

19.005 53 

0.068 1,4-Dioxaspiro[4.6]undec-6-ene 19.162 54 
0.156 9-Oxa-bicyclo[3.3.1]nonane-2,6-dione 19.295 55 
0.244 1,18-Nonadecadien-7,10-dione 19.808 56 
0.458 [(2E)-3,7-Dimethyl-2,6-octadienylo                  

xy]methylbenzene 
19.876 57 

0.276 (3aR*,7aR*)-7a-But-3'-ynyl-3a-meth yloctahydro-
5H-inden-5-one 

19.943 58 

0.027 Methyl - tetrahydro - naphthyl – tetralin 20.073 59 
0.241 (3E,5E,7E)-6-Methyl-8-(2,6,6-trimethyl-1-

cyclohexenyl)-3,5,7-octatrien-2-one 
21.574 60 

1.180 Phthalic acid, di(2-propylpentyl)  ester 22.042 61 
0.384 2,2-Dimethylmegastigma-4,6,8-trien  -3-one 22.151 62 
0.340 Cantleyine 22.245 63 
0.190 1H-Cycloprop[e]azulene, decahydro- 1,1,4,7 

tetramethyl,[1aR(1a.alpha.,4.beta.,4a.beta.,7.beta., 
7a.beta. 7b.alpha.)] 

22.469 64 

1.723 Heliannuol E 22.679 65 
2.956 1,3-Dimethyl-5-(5-methylfurfurylid 

en)-hexahydropyrimidin-2,4,6-trion 
22.808 66 

0.317 (Z)-8-Hydroxy-4,7-dimethyl-oct-6-enoic acid 
lactone 

23.443 67 

0.586 Glaucyl alcohol 23.541 68 
0.218 2-Methyl-6-(5-methyl-2-thiazolin-2 -

ylamino)pyridine 
23.897 69 

0.027 Biphenyl 24.080 70 
0.011 Formic acid, (4-fluoro-3-nitrophenyl)methyl ester 24.826 71 
0.111 1-(2-Nitrophenyl)pyrrole  1-(2-Nitrophenyl)-1H-

pyrrole 
26.372 72 
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0.029 2-Decanynoic acid 26.409 73 
 داكن. ط*المركبات الموجودة بأعلى نسبة تظهر بخ

.6.III   تقييم السمية الخلوية للمستخلصين SmF وSSF 
، يلاحظ أن التخافيف المختلفة (20و 19)ين الشكلمن خلال الننائج المتحصل عليها والمبينة في 

 .Caco-2خلايا أو   RAW264على المزارع الخلوية للخلايا البالعة سواء للمستخلصين لم تبد أية سمية 

 

 

 

 Caco-2في خلايا  SmFو  SSFلمستخلصات  لزجاجاختبار السمية الخلوية في ا 19.شكل
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 RAW 264على إنتاج أكسيد النيتريك في خلايا  SmFو  SSFالخواص المناعية لمستخلصات  . 20شكل 
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.7.IIIاختبار النشاطية المضادة للفيروسات 
أيام للصفائح، تحت المجهر المقلوب، لم يتم تسجيل أي تأثير للمستخلصين  4من خلال المراقبة اليومية ولمدة 

على الفيروس المختبر،وقد تم الإستدلال على ذلك من خلال ملاحظة تشوه الخلايا ) أي كان هناك تأثير 
صية مضادة يرجح ذلك إلى كون الفطر لا يملك خا .(21شكل) ( مقارنة مع الشواهداعتلال خلوي
 كيز المستعملة للإختبار كانت ضعيفة.أن الترا  للفيروسات، أو

 

                  
           -ب-                                                      -أ-

 تأثير الاعتلال الخلوي للفيروس 21. شكل    

 أ: خلايا سليمة  ،    ب : خلايا معتلة

 

.8.IIIةـــــــــــيالأنزيمة ــــــــــــــالنشاطي 
 الةالح اتالأنزيمللفطر قادرة على إنتاج  العزلات الثلاثعليها في هذا الإختبار، أن أوضحت النتائج المتحصل 

ية و مقارنة الأنزيمي الذي يعبر عن قوة النشاطية الأنزيموبعد حساب المؤشر )الليباز، الأميلاز و البروتياز(، 
 السلالاتيسجل أي فرق معنوي بين  لم، نزيم مختبرأعلى كل  السلالاتية بين الأنزيممتوسطات المؤشرات 

  (. 22،23 ينشكلال)
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 A. oryzaeلفطر  العزلات الثلاثي بين الأنزيممقارنة نسبة الإنتاج  . 22 شكل

nsلا يوجد فرق معنوي : 
 

              

                                            
 A. oryzaeية لفطر الأنزيمالنشاطية  23.شكل                                    

 نشاطية الليباز -ج-نشاطية الأميلاز،  -ب-نشاطية البروتياز،  -أ-                      
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.9.III    باستعمال التخمر في وسط سائل  اتالأنزيممقارنة إنتاج(SmF) 

 (SSF)والتخمر في الحالة الصلبة 

  سلالةمن طرف ال اتالأنزيمفي قدرة إنتاج  بينهما ( للمقارنةSmfو  SSF) تخمرتم استخدام عمليتي   

A. oryzae 18HG80     نتاجالإكفاءة  أشارت إلى أن، (24)لشكالفي  بينةلتي تم الحصول عليها والما. النتائج 
 . بصورة مضاعفة (p<0.0001)المختبرة  اتالأنزيملجميع  Smfعنها في  SSFكانت أعلى في 

 

 
 بين استعمال التخمر السائل والتخمر الصلب اتالأنزيممقارنة إنتاج  . 24شكل 
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 .10.III تحديد بعض الظروف المثلى لإنتاج أنزيمات الليباز، الأميلاز
 والبروتياز باستعمال التخمر الحالة الصلبة

 

1.10.III .والنيتروجين  تأثير مصدر الكربون 

إضافة أي مصدر من المصادر الكربونية أو النيتروجينية المختبرة للوسط  أن (25) أظهرت النتائج المبينة في الشكل
أعلى قيم إنتاج أنزيم الأميلاز في  . وقد كانتمقارنة مع الشاهد الثلاث اتالأنزيميحفز بشكل كبير نشاطية 

وحدة دولية. أما بالنسبة لأنزيم ( 27.209±155.71)وجود الغليسيرول كمصدر كربوني، حيث بلغت نشاطيته 
 ين. الأنزيمالبروتياز والليباز فلم يكن هناك فرق معنوي بين المصادر الكربونية المستعملة في التأثير على نشاطية 

أن أفضل مصدر  (26) أوضحت النتائج المبينة في الشكلأما بالنسبة لتأثير مصادر مختلفة للنيتروجين، فقد 
 113.33و  130.055نيتروجيني لنشاط أنزيمي الأميلاز والليباز هو نيترات الصوديوم ، إذ بلغت نشاطيتهما 

وحدة دولية على الترتيب. في حين بينت نتائج التحليل الإحصائي عدم وجود فروق معنوية بين المصادر 
 .اتنزيمالأالنيتروجينية الأخرى المستعملة في تأثيرها على نشاط 
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 يةالأنزيمتأثير مصادر كربونية مختلفة على النشاطية  . 25شكل 

 
 يةالأنزيمتأثير مصادر نيتروجينية مختلفة على النشاطية  26 .شكل
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2.10.III . رارة الحتأثير درجة 

 اتالأنزيممعنوية في تأثير درجات الحرارة المختلفة على نشاطية جد بينت نتائج التحليل الإحصائي وجود فروق 
(p<0.0001) .إذ بلغت ،  م°30نزيمي كان عند درجة أأن أعلى نشاط  (27) لشكلتشير النتائج الموضحة في ا

وحدة دولية لكل من أنزيم الأميلاز، الليباز و البروتياز على  32.77و  17.43،  20.415 اتالأنزيمنشاطية 
ية للأنزيمات الثلاث عندما ترتفع درجة الأنزيمكما لوحظ أيضا من خلال النتائج انخفاض النشاطية   التوالي.

 م.°35الحرارة إلى 

 

 
 اتالأنزيمتأثير درجة الحرارة على نشاطية  . 27شكل 
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3.10.III .تأثير حجم اللقاح 

مختلفة من اللقاح  حجامبأ، تم تلقيح أوساط نخالة القمح اتالأنزيملمعرفة تأثير حجم اللقاح الأمثل على نشاطية 
 جد وجود فرق (28)الشكل. تشير النتائج الموضحة في خلية/مل 4.6x 610مل ذات تركيز  3-0.5الفطري من 

وهذا حسب كل أنزيم ،إذ كانت نشاطية أنزيم الأميلاز أفضل عند استخدام حجم (، p<0.0001)معنوي 
مل هو الأمثل 1وحدة دولية(، أما بالنسبة لأنزيمي البروتياز والليباز فكان حجم اللقاح  150.99مل )2اللقاح 

 على الترتيب. وحدة دولية 101.835وحدة دولية و  33.96حيث بلغت نشاطيتهما 

4.10.III .تأثير نسبة الرطوبة 

معنوي واضح بين نسب الرطوبة  جد ، وجود فرق(29) الشكلأظهرت النتائج المتحصل عليها والمبينة في 
ليباز أفضل في الوسط المرطب بنسبة الميلاز و لأحيث كانت نشاطية الأنزيمين ا (،p<0.0001)المستعملة 

 فرق معنوي بين النسب. يبد أيما البروتياز فلم أمقارنة مع النسب الأخرى   100%
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 يةالأنزيمتأثير حجم اللقاح على النشاطية .  28شكل 

 معنوي جد وجود فرق ***
 

 
 يةالأنزيمتأثير نسبة الرطوبة على النشاطية  . 29شكل 

معنوي جد وجود فرق ***
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 المنــــــــــــــــــــــــــــــــــــاقشة
حيوية جديدة ، هو استكشاف النظم البيئية التي لم تدرس  الإستراتيجيات المتبعة للبحث عن جزيئات من بين

عدة عوامل شديدة مثل الملوحة، الأس من قبل أو تمت دراستها بشكل قليل، خاصة النظم البيئية ذات عامل أو 

، والتي تتضمن مناطق نادرة الهيدروجيني...إلخ. من بين هاته النظم البيئية السبخات )بيئات ذات أتربة مالحة(

مصدر لمركبات حيوية جديدة ذات نشاطية مضادة  تكون لعالم، وتعتبر بيئات محفزة لعزل فطرياتفي ا

الطبيعية والمستخلصة من الفطريات  الجزيئات الحيويةعملت  .(Boughachiche et al.,2005)للميكروبات 

. حيث (Hussain et al., 2014)بشكل خاص كعمود أساسي لتطوير عوامل مضادة للبكتيريا والفيروسات 

 الجزيئات الحيويةمن  %20ثل تعرف الفطريات بشكل جيد بقدرتها على إنتاج مركبات حيوية طبيعية والتي تم

كان اكتشاف البنسلين ثورة فلقد  (. Silber et al., 2016) المنتجة من طرف الأحياء الدقيقة بشكل عام

 ميكروباتباستكشاف عوامل جديدة مضادة للاستمر الاهتمام البحثي ، ومنذ ذلك الوقت حقيقية في الطب 

 (.and Al-fakih Almaqtri ،2019)  من الكائنات الحية الدقيقة

.1.IVيكروبات لفطر النشاطية المضادة للمA. oryzae 

إلى إمكانية نشاطية مضادة للميكروبات، ويعزى هذا النشاط المثبط  A. oryzaeلفطر  العزلات الثلاثأظهرت 

 نشاط بيولوجي مثبط لنمو الكائنات الممرضة في أوساط الزرع العزلات لمركبات ذاتإنتاج هذه 

) , 2009et al.Naik ( . تتوافق هذه النتائج مع تلك المتحصل عليها من طرف Beharka وNagaraja  

حيث وجدوا أنه يثبط  كمضافات غذائية لأعلاف الحيوانات A. oryzae، في دراستهم بإضافة فطر (1998)
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من خلال دراستهم  Sadrati et al. (2013) نفس النتائج أشار إليها أيضا نمو البكتيريا والفطريات الملوثة للعلف.

 للنشاطية المضادة للميكروبات لفطريات داخلية.

لصة بواسطة الإيثيل المستخ ذات نشاطية مضادة للميكروبات الجزيئات الحيويةأن من جهة أخرى  يرجح  

دراسة لمقارنة بين عدة  و هذا ما تم إثباته في، ذا المذيببه ستخلاصهاباقطبية التي تسمح لها الأسيتات لها 

 ,Meenupriya)، حيث وجد أن الإيثيل أسيتات هو الأحسن الجزيئات الحيويةمذيبات عضوية في استخلاص 

2010   Thangara and).  

كائن دقيق معدوم   قطر التثبيط : تصنف حساسية الكائن الدقيق حسب Ponec et al. (2003،)حسب 

-15مم، حساس جدا إذا كان القطر بين 14-9مم، حساس إذا تراوح القطر بين 8ساسية عند قطر أقل من الح

 ساسية شديدة.مم فإن الح20مم، أما إذا كان القطر أكبر من 19

المقاومة   P. aeruginosa ، B. cereus، E. coliفي دراستنا حقق المستخلص الفطري أكبر نشاطية ضد 

  Jha و   Bhattacharyyaتتوافق هذه النتائج مع ما توصل إليه . سيلينالمقاومة للميثي S. aureusوبكتيريا  

 .C و خميرة  B. subtilisضد بكتيريا  A. nigerفي اختبارهما للنشاطية المضادة للميكروبات لفطر  (2011)

albicans.ائج مع تلك المتحصل عليها من طرف كما تتطابق هذه النت  . والتي كانت إيجابيةAl- fakih 

واع على سبع أن A. oryzaeفطر عند اختبار النشاطية المضادة للبكتيريا لمستخلص  Almaqtri  (2019)و

 285-176بين  (MIC) مم وكان التركيز الأدنى للتثبيط 17.3-10إلا أن قطر التثبيط تراوح مابين  بكتيرية،

 ميكروغرام/مل. وهذا ما يوحي إلى أن السلالة المعزولة أنجع وأحسن.
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تعرف بأنها ممرضة وخطيرة بسبب مقاومتها للعديد من المضادات  لأن هذه البكتيرياتعتبر هذه النتائج مهمة  

مسببة  S. aureus كما تعتبر بكتيريا  (،Sahu et al.,2012)مسؤولة عن عدوى المستشفيات  وهيالحيوية، 

 مراضإلتهابات في العديد من الأ B. cereusفي حين تسبب (، Camporese et al.,2003لإلتهابات الجلد )

 .(Kumar et al.,2006) كما تكون مسؤولة عن التسمم الغذائي

 معروفين بإنتاجهما الواسع للمستقلبات الثانوية ذاتAspergillus وPenicilium كل من الجنسين 

 Al-fakih and) المختلف بما في ذلك المركبات ذات النشاط ضد البكتيري و الفطريالنشاط البيولوجي 

Almaqtri ،2019)   ،كانت المضادات الحيوية التي تنتجها في بادئ الأمر،   إلا أنهAspergilli  تسمى

قادر على إنتاج العديد من المستقلبات الثانوية  A. oryzae، لكن الدراسات الحديثة توصلت إلى أن أسبيرجيلين

،  (CPA) سيكلوبيازونيك ، حمض Aspergillormarasmine)أسبيرجيلوماراسمين ) كمضادات حيوية مثل

 علىفقط  التحري عن إنتاجهتم  والذي، مالتوريزين ، فيولاسيتين  نيتروبروبيونيك-3حمض ،الكوجيك حمض

، بالإضافة إلى الأسبرفوران كعامل مضاد  (Blumenthal et al., 2004 ) الشعير كمضاد حيويمستخلص 

 A. ochraceus  (Al-fakihالمعزول من طرف  CJ-17.665، وكذلك مركب (Farid et al., 2011)للفطريات 

and Almaqtri ،2019) .  ،ظهرت نتائج دراسة سابقة حول تأثير البقع المكشوطة من ألواح أمن جهة أخرى

، 0.64، 0.53) على النمو البكتيري، بأن البقع ذات معاملات الإنسياب  (TLC)كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة 

 .S و Staphylococcus pyogenes ،S. aureusتأثير تثبيطي على نمو البكتيريا: لها  (0.85، 0.72، 0.55

typhimurium (Seanego and Ndip ،2012.) المتحصل عليها في دراستنا، النتائج  تتوافق هذه النتائج مع
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( 7جدول بقع ذات معاملات انسياب مقاربة )،  TLCحيث وجد من خلال فصل المركبات باستعمال تقنية 

 .الفطر المضادة للميكروباتنشاطية ن لها دور في التي يمكن أن يكو و 

.2.IV ذات النشاطية  الجزيئات الحيويةتأثير بعض العوامل على إنتاج

 المضادة للميكروبات

و كذلك مدة الحضن، الأس الهيدروجيني بالإضافة إلى المصادر الغذائية  من درجة حرارة وتعتبر العوامل الحيوية 

، وذلك من خلال تأثيرها ويةالجزيئات الحيمن أهم العوامل المؤثرة على نمو الفطريات وكذلك قدرتها على إنتاج 

ضرورية لتحقيق أقصى إنتاج من العايير الم البيئية للزرع منظروف اليعد تحسين  . على مختلف العمليات الحيوية

حول تأثير الظروف  دراسات قليلة. ومع ذلك ، هناك يًا بواسطة سلالة ميكروبيةالمستقلبات النشطة بيولوج

 .(Juneius and  Selvin ،2012) تللميكروبا ةالمضاد ركباتالفطريات وإنتاج المعلى نمو  بيئيةالغذائية وال

نسبة إنتاج المستقلبات الثانوية، وقد وجد في  زيادةأثبتت عدة دراسات أن درجة الحرارة تؤثر بشكل كبير على 

م، تتوافق هذه النتائج °30المضادة للميكروبات هي  الجزيئات الحيويةهذه الدراسة أن درجة الحرارة المثالية لانتاج 

 الجزيئات الحيويةأن درجة الحرارة المثالية لإنتاج  ا، حيث وجدJha(2011) و  Bhattacharyyaمع ما توصل إليه 

أعلى منطقة تثبيط، وهذا ما  .Aspergillus spم أين سجل فطر °30ذات نشاطية مضادة للميكروبات عند 

. في حين كانت درجة الحرارة المثالية .Streptomyces spبالنسبة لبكتيريا  Singh et al (2017).أشار إليه أيضا 

، وكذلك بالنسبة (Merlin et al., 2013)م °25هي  Fusarium solaniو  Aspergillus terrusبالنسبة لفطر 

 Rhizoctoniaأما بالنسبة لـ  .Rhodopseudomonas palustris (Juneius and  Selvin ،2012)لبكتيريا 
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solani   م °25-20فكانت بين(Richie et al.,2009).  وقد أشارMerlin et al. (2013) ، انخفاض درجة بأن

 ,Nizamuddin وفي دراسة أجراهاارتفاعها يؤدي إلى قتل الخلايا. قد يوقف النشاط الأيضي للفطر و  الحرارة

et al. (2008 ) على فطرA. oryzae   م هو الأمثل لبلوغ العمليات الحيوية °35-30وجد أن المجال الحراري بين

  أقصاها.

هي الأخرى على نمو و استقلاب الفطريات، وبالرغم الأس الهيدروجيني  تؤثر درجة ،و بالموازاة مع درجة الحرارة

سابقا من قد وجد من أن العديد من الفطريات لا تفضل النمو في الظروف القلوية السائدة في السبخة ، ف

درجة الأس  ، في حين كانت8 هي الأس الهيدروجيني المثالية لنموه أن درجةخلال الدراسة الفيسيولوجية للفطر 

 ، تتوافق هذه النتيجة مع ما توصل إليه6المضادة للميكروبات هي  الجزيئات الحيويةالهيدروجيني المثلى لانتاج 

Merlin et al. (2013) ،بأن درجة الأس الهيدروجيني المثلى لإنتاج العوامل المضادة للميكروبات  واوجد نالذي

بأن درجة الأس الهيدروجيني  اوجد الذان Jha(2011) و  Bhattacharyya. على عكس ما توصل إليه 6هي 

فأشاروا إلى قدرة الكائنات الحية الدقيقة على بناء Kunopakarn (2007 ) و Thongwaiهي المثلى. اما  5.5

و   .Streptomyces spلبكتيريا بامقارنة  .8.5-5.5في مجال الأس الهيدروجيني المركبات المضادة للميكروبات 

Rhodopseudomonas palustris نتاج المركبات ذات نشاطية فقد وجد بأن درجة الأس الهيدروجيني المثلى لإ

العوامل المحددة  من أهملوسط لالهيدروجيني  . يعتبر الأسعلى الترتيب 8.5و  7.5مضادة للميكروبات هي 

الهيدروجيني بخصائص النفاذية  سللمستقلبات الثانوية. يرتبط الأ الحيوي البناءوبالتالي  الإستقلاب،لعملية 

 (.Merlin et al., 2013) تأثير على امتصاص أيون أو فقدانهله لجدار الخلية والغشاء وبالتالي يكون 
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 الجزيئات الحيويةبالإضافة إلى تأثير الأس الهيدروجيني ودرجة الحرارة ، تؤثر مدة الحضن هي الأخرى على إنتاج 

للإنتاج يوما  28تتطلب  A. oryzae 18HG80 السلالة المضادة للميكروبات. وقد وجد في هذه الدراسة أن

يوما فقط للإنتاج،  Aspergillus sp. 16الأمثل للمركبات الحيوية المضادة للميكروبات، في حين يتطلب فطر 

فلاحظوا أن إنتاج مركب  Albert et al. (1990)أما  ،Jha(2011) و  Bhattacharyyaوهو نفس ما أشار إليه 

Fumonisine B1  من طرفFusarium moniliform  وفي دراسة أخرى لتأثير مدة الحضن 12يبدأ بعد اليوم ،

يام أ 9ن فترة أ، وجد  Fusarium solaniالمضادة للميكروبات من طرف الفطر  الجزيئات الحيويةعلى إنتاج 

هي الأمثل للإنتاج وتنخفض بعدها في اليوم العاشر. قد يرجع هذا الإختلاف بين النتائج إلى مراحل نمو الفطر 

 .(Merlin et al., 2013)لمدة التي يصل فيها إلى مرحلة الإستقرار وبقائه ثابتا فيها وخاصة ا

في الوسط يستمر في الارتفاع خلال  الجزيئات الحيويةإلى أن تركيز  Jha(2011) و  Bhattacharyyaكما أشار   

 يوما من الحضن. 91ستقرار وينخفض بعد مرحلة الا

إنتاج على  في الوسط على الترتيب(، %6و  %3، )ولارم 1و  ولارم 0.5كلوريد الصوديوم   تراكيزلم تؤثر 

  .Merlin et al افق هذه النتائج مع ما توصل إليه. تتو S. aureusالتي تؤثر على بكتيريا  الجزيئات الحيوية

هو الأمثل لإنتاج المستقلبات الثانوية المضادة  %3-2.5أن تركيز الملح في الوسط بنسبة  واحيث وجد، (2013)

بواسطة فطر  Bacillus subtilisمولار هو الأمثل لتثبيط بكتيريا  0.085للبكتيريا. في حين وجد أن تركيز 

Aspergillus sp. . بكتيريا مقارنة معE. coli  وC. albicans الملوحة في الوسط حال دون نموها فإن وجود ،

، حيث وجدوا أن إنتاج Jha(2011) و  Bhattacharyya لتلك المتحصل عليها من طرفنتائج مماثلة  هذهو 

 .دة تركيز الملح في الوسطنخفض تدريجيًا مع زياي المضادة للميكروبات الجزيئات الحيوية
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.3.IV بين استعمال تخمر الحالة السائلة  الجزيئات الحيويةمقارنة استخلاص

(SmF)  وتخمر الحالة الصلبة(SSF) 

، ، في مجالات مختلفةلكائنات الحية الدقيقة، مثل النباتات واطبيعي ذات مصدر الجزيئات الحيويةيمكن استخدام 

من الفطريات، هناك  الجزيئات الحيويةلحث إنتاج  حاسمةالتخمر هو عملية والبيوتكنولوجيا. بما في ذلك الزراعة 

 في الحالة السائلة والتخمر في الحالة الصلبة. نوعين من التخمر : التخمر

الأحماض كذلك   والمضادات الحيوية  ،اتالأنزيمج ، بما في ذلك إنتا مهمة في الوقت الحاليتطبيقات  لهذا الأخير

فإن الهدم  بالإضافة إلى ذلك ،حسن المواد المستعملة لهذا التخمرتعتبر المخلفات الزراعية أ...إلخ. و العضوية

  يمكن أن يحسن من قيمة هذه المواد كأعلاف و مغذيات حيوانية.،  GRASالحيوي لهذه المركبات بواسطة عزلة 

 Sivaramakrishman اعتمادا على النتائج المتحصل عليها من طرف  ،قد تم اختيار نخالة القمح لهذا التخمرل

et al. (2007)،  الفستق،  ورجوز الهند، قش ورمن المخلفات الزراعية ) قشعدة أنواع تأثير  عند المقارنة بين

، مسحوق بذور التمر الهندي، نخالة الأرز، نواة التمر ، قشور نبات والسمسم، مسحوق بذور الكاكا ورقش

أن نخالة القمح هي  وا(. حيث وجدو نخالة القمح الزيتون، قشور الخردل ، قشور بذور القطن ، قشر الأرز

 تهابالإضافة إلى قابليتها على الحفاظ على قيم ،الأحسن، و رجح ذلك إلى وجود نسبة كافية من المغذيات

 درجات رطوبة مختلفة. حتى فيالغذائية 

في التخمر نتائج مشجعة، حيث كان هناك اختلاف كمي  أعطى استخدام نخالة القمح كوسط طبيعي   

النسبة في الوسط كانت   وقد،   18HG80 A.oryzaeسلالة المنتجة من طرف ال يويةالجزيئات الح ونوعي في
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. يمكن أن يرجع ذلك إلى المميزات الجزيئية و الفسيولوجية، (YES)الوسط الإصطناعي أكبر مقارنة مع الطبيعي 

 .Beisebeke et alو كذلك إلى النمط الظاهري للنمو الذي يتبعه الفطر. فمن خلال الدراسة التي أجراها 

وجد أن الغزل الفطري النامي على نخالة القمح يكون هوائيا، و بالتالي زيادة عملية التنفس )التهوئة(،  (،2002)

 A. oryzaeتعدد نواقل مصادر الكربون إلى داخل الهيفا. كما أظهرت الدراسة الجزيئية لفطر إلى بالإضافة 

  إنتاج البروتينات، مقارنة مع التخمر في وسط سائل.وجود اختلاف نوعي في التعبير الجيني و 

 Mohd et al. (2019،)تتوافق النتائج المتحصل عليها في هذه الدراسة مع تلك المتحصل عليها من طرف 

تختلف كما ونوعا  .Pleosporales spالمنتجة من طرف الفطر الداخلي  الجزيئات الحيويةأن  واحيث اكتشف

 Cucurbitacinحسب نوع التخمر، حيث وجدوا أن المركبات المنتجة عند استخدام التخمر الصلب هي: 

D , E ،3,10-dihydroxy-4,8-dimethyl-6-methylbenzocoumarin ،3,8,10-trihydroxy,4-

methoxy-6methyl benzocoumari 2,5   و-dimethoxy-3,6-bis (4-methoxyphenyl)-1,4-

benzoquinone . السائل:في حين نتج عن التخمر Cucurbitacin A, B, C ،(5R)-5-hydroxy-2,3-

dimethylcyclohex-2-en-1-one ،Dankasteron A.   وفي دراسة أخرى للمقارنة بين التخمرين وجد أن

  .Aspergillus spمن طرف فطري  Compactin ،Lovastatin ،Mevastatin  ،Pravastatinانتاج كل من 

 .(Vimala ،2012و  Subramaniyam)  SmF  منه في SSFكان أكبر في تخمر  Penicillium sp .و

تكون أكثر  SSFالمنتجة عن طريق تخمر  الجزيئات الحيويةأن  Vimala (2012) و Subramaniyamشار أ

ودة محدود بج SSF طبيق، فإن تومع ذلك . SmFاستقرارا وبكميات كبيرة مقارنة مع تلك المنتجة عبر تخمر 
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. لهذا السبب ، من الضروري اختبار القدرة الإنتاجية لمجموعة في الوسط المستخدمة التفاعلوخصائص مادة 

 .(Vimala ،2012و  Subramaniyam) التخمرقبل تحسين عملية  الموادمتنوعة من ا

قدرة الفطر على إنتاج أنواع مختلفة  A. oryzae 18HG80خلص السلالة ظهرت نتائج التحليل الكيميائي لمستأ

من المركبات ،وكان أبرزها حمضي الكوجيك و السيكسينيك . تتوافق هذه النتائج مع النتائج المتحصل عليها 

، Penicilliumو   Aspergillusوكذلك أنواع أخرى من جنس   A. oryzaeسابقا، حيث يعرف فطر 

Rhizopus oryzae بإنتاجهم لهذين الحمضين بكميات كبيرة (Yang et al., 2016.) 

.4.IV دراسة سمية السلالةA. oryzae 18HG80 

ذات الخصائص المميزة لتطبيقات متنوعة، حيث تملك  الجزيئات الحيويةهناك فرق واضح بين السموم الفطرية و 

وتنتج (، Mycotoxins)لسامة على إنتاج المركبات ا قدرة محدودة الأنواع الفطرية التي تستعمل في المجال الصناعي

نشاطاً مضادًا للسرطان أو للميكروبات الأخرى التي يمكن أن تظهر  الجزيئات الحيويةمجموعة كبيرة ومتنوعة من 

 (.Frisvad et al., 2018)و صبغات ...إلخ للأكسدة ، 

 Barbesgaard)، لكنه غير منتج لسموم الأفلاتوكسين  A. flavusعائلة نفس إلى   A. oryzae ينتمي فطر 

et al., 1992) ، ومع ذلك ، تم عزل بعض السموم الفطرية منA. oryzae  ، بما في ذلك حمض الكوجيك ،

أفاد بعض الباحثين أن حمض ، وقد  (CPA)ازونيك ي، وحمض السيكلوب( BNP) نيتروبروبيونيك-βوحمض 

ضاد للبكتيريا ، في حين أظهرت الدراسات مونشاط  أنزيم التيروزينازالكوجيك له نشاط مثبط قوي ضد 

 et al.  Seshimeعلى عكس .(He et al., 2019) مادة مسرطنة محتملةقد يكون الحديثة أن حمض الكوجيك 
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أن الفطر يحتوي على المورثة المسؤولة على انتاج سموم الأفلاتوكسين ولكنها غير نشطة  ونيعتقد نلذيا (2005)

بسبب طفرات في بعض المورثات التنظيمية. أظهرت نتائج دراسة سمية المستخلص الفطري على الخلايا البالعة 

هذه النتائج مع عديمة السمية، وتتماشى  A. oryzae 18HG80أن السلالة  Caco2وكذلك الخلايا الظهارية 

 B1 ،B2 ،G1،  G2لم ينتج سموم الأفلاتوكسين الذين وجدوا أن الفطر  (Sosa et al., 2013)ما توصل إليه 

نه "معترف به هو فطر أمن وتم إدراجه على أ A. oryzae. وتم الإستنتاج بأن فطر Ochratoxin وكذلك سم 

، وتم دعم سلامته من قبل منظمة  (FDAوالدواء )من قبل إدارة الغذاء  (GRAS)  "عموما على أنه أمن 

الصناعية  تستخدم في البيوتكنولوجياالسلالات الفطرية التي  (.He et al., 2019) .(WHO)الصحة العالمية 

تم استخدام وقد لها تاريخ طويل وموثق على نطاق واسع من الاستخدام الآمن لتطبيقات الغذاء والأعلاف. 

عامًا  50لأكثر من  اتالأنزيمالطعام ولتصنيع  تخمرل A. oryzaeو  A. nigerالسلالات التي تنتمي إلى أنواع 

المنتجة في هذه الأنواع آمنة. علاوة على ذلك ، لا يتم إنتاج  اتالأنزيم. تعتبر السلطات التنظيمية مئات 

السموم الفطرية والمستقلبات الثانوية الأخرى خلال ظروف النمو ذات الصلة الصناعية الخاضعة للرقابة حيث 

 من قبل أي من الكائنات الحية الدقيقة الأخرى نافستكون العناصر الغذائية غير محدودة و لا يوجد أي ت

(Frisvad et al., 2018.) 

 ياعلى خلام  يتهفان عدم سمم خاصية مضادة للميكروبات،  ية المدروسةفطر السلالة الامتلاك مستخلص ظل  وفي

 كوناتالم كأحد   مواد معقمة أو مطهرة أو دخولهيرلتحضم  عند استخدامه ةة جداً وخاصيف تصبح ضرورم يالمضم 

 (.2009 محمد جممل ،)الكيميائية 
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.5.IV يــــةالأنزيمالنشاطية 

،  حياة الكائنتعتمد على  إذ ليست مطلوبة بشدةإلا أنها  ،من الحيوانات والنباتات اتالأنزيميتم إنتاج معظم 

أثبتت  .الميكروبية، والتي تعتبر مجالا واسعا ومتزايدا في البيوتكنولوجيا  اتالأنزيمركيز الباحثين على وعليه أصبح ت

يتم الآن إنتاج العديد ، و صناعي والطبي الحيوي لعقودللتوسع ال للمركبات الحيويةمصادر عالمية كونها الفطريات  

تفرز الفطريات مجموعة واسعة من . التخمرمن المنتجات الصناعية الهامة من الفطريات باستخدام تقنية 

 ،إنتاجها تجاريًا  نالآ يتم اتالأنزيموالعديد من هذه ، ا مهمًا في تحلل المواد العضويةوتلعب دورً  اتالأنزيم

 من الباحثين محط اهتمام الكثير ، اتالأنزيملإنتاج  غير المكلفة مواد التفاعلاستخدام بالإضافة إلى ذلك أصبح 

(Sunitha et al., 2013). 

، وهي طريقة مباشرة  طريقة الزرع عل سطح الآجار، ية النوعية الأنزيممن بين الطرق الهادفة إلى معرفة النشاطية 

 ي، هذا الأخير هو وسيلةالأنزيمي وقطر المستعمرة و المعبر عنها بالمؤشر الأنزيمبالنسبة بين قطر هالة الهدم تتعلق 

 ,.Carrim et al) ية لعدد أكبر من الكائنات الحية الدقيقةالأنزيمقارنة النشاطية مسريعة و سهلة لإختبار و 

الكائنات المختبرة تعد منتجة فإن  واحد ي أكبر منالأنزيمكان المؤشر   إذا .Choi et al (2005)  وحسب .(2006

سلالات فطر كل أظهرت   حيثالنتائج المتحصل عليها  مع و هذا يتماشى ،خارج خلوي المختبرنزيم للأ

A.oryzae   يمكن اعتبارها منتجة له عليهو ، 1 مننزيمي أكبر أؤشر مختبر بمنزيم أكل نشاطية اتجاه.  



 

97 
 

 المـــــنـــــــــــاقشــــــــــــــــــة 

نزيمات الإماهة، تشمل هاته البروتينات أهو فطر خيطي له القدرة على إفراز كميات كبيرة من  A. oryzaeفطر 

الخارج خلوية، بروتينات ذات خصائص مختلفة مثل أنزيمات البروتياز المعتدلة والقاعدية، الليباز، الأميلاز، 

 (. Shah et al., 2014؛ Chancharoonpong et al., 2012؛  Zamber ،2010)الغلوتاميناز و مينالوبيبتيداز

الثلاث:  اتالأنزيمهذا يتوافق مع النتائج المتحصل عليها حيث أبدت السلالة المدروسة قدرة عالية على إنتاج 

 الأميلاز، البروتياز والليباز سواء باستعمال التخمر في الحالة الصلبة أو التخمر في الحالة السائلة.

 اتالأنزيمنشاطية في التخمر نتائج مشجعة، حيث كانت  صلب استخدام نخالة القمح كوسط طبيعيأعطى   

نفس النتائج التي . السائلة مقارنة مع الأوساط الاصطناعيةبأضعاف من طرف الفطر أكبر  الثلاث المنتجة

والليباز دراستهم حول إنتاج البروتياز  في Sandhya et al. (a2005)(؛ 2002) .Mahadik et alحصل عليها 

تذوب حيث  ،ظروف النمو ذلك إلى ورجح،  Smfو  SSF التخمر باستخدام تقنيات A. oryzaeبواسطة 

صاص إدمقة يتم فيها على طب الفطر ينموالطبيعي  الصلب الوسط، بينما في  سائلالوسط في ال العناصر الغذائية

من جهة أخرى،  كان أكثر تركيزاً.SSF تخمر الذي تم الحصول عليه بواسطة الأنزيمالغذائية ، أو لأن  العناصر

السماح بالتالي مناسبًا لنمو الفطريات بسبب انخفاض محتواه من الرطوبة و  يكون التخمر في الحالة الصلبة

 والمستقلبات اتالأنزيمإنتاج بعض أكثر قدرة على  هعلما يج ، وهذاالوسط من خلال يالفطر  يسليومالمباختراق 

 Beisebeke وحسب. (Chancharoonpong et al., 2012)  الحالة السائلةتخمر اجها في التي عادة لن يتم إنت

et al. (2002)  ، النامي على نخالة القمح يكون هوائيا، و بالتالي زيادة عملية التنفس )التهوئة(،  الميسيليومفإن

   بالإضافة إلى زيادة تراكم الكحولات متعددة الهيدروكسيل و تعدد نواقل مصادر الكربون إلى داخل الهيفا. 

وجود اختلاف نوعي في التعبير الجيني و إنتاج  A. oryzaeأظهرت الدراسة الجزيئية لفطر  بالإضافة إلى ذلك، 
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يمكن أن تؤدي هذه الاختلافات  سائل.الوسط ال، مقارنة مع التخمر في في التخمرفي الوسط الصلب البروتينات

؛  Falony et al., 2006)إنزيمات ذات خصائص مختلفة  لإنتاج المستخدمة إلى الحصول علىبين طرق ا

Muthulakshmi et al., 2011) المنتجة بواسطة التخمر الصلب  اتالأنزيملا يمكن الجزم بأن نوعية ، إلا أنه

 ،Colla et al. (2015)أفضل من تلك المنتجة بواسطة التخمر السائل، وهذا ما أكدته النتائج التي توصل إليها 

حيث وجد أن أنزيم الليباز الحامضي المنتج بواسطة التخمر السائل أكثر ثباتا منه المنتج عن طريق التخمر 

  . %20الصلب بفارق نسبة 

 .6.IV تحديد بعض الظروف المثلى لإنتاج أنزيمات الليباز، الأميلاز والبروتياز

 باستعمال التخمر الحالة الصلبة

، وخاصة مصادر بشكل كبير  الزراعي طالدقيقة بمكونات الوس الحية الكائنات من طرف اتالأنزيميتأثر إنتاج 

 ذلك حجم، وك مدة الحضنالكربون والنيتروجين ، والعوامل الفيزيائية مثل درجة الحرارة ، ودرجة الحموضة ، 

لية قابلة غير مكلفة ومحسنة على نطاق واسع لتكون العم أوساطفي  اتالأنزيممن المهم إنتاج  لذا اللقاح.

 .للتطبيق تجاريًا 

الثلاث المدروسة والمنتجة من طرف السلالة  اتالأنزيمبينت النتائج الخاصة بتأثير درجة الحرارة على نشاطية 

A. oryzae18HG80 م. تتوافق هذه النتيجة °30هي عند درجة الحرارة  اتالأنزيم، أن أحسن نشاطية تبديها

، حيث وجدوا أن  ، (Muthulakshmi et al., 2011 ؛Zamber, 2010) مع تلك المتحصل عليها من طرف 

 يونفس النتائج سجلت بالنسبة لأنزيمم. °30درجة الحرارة المثالية لنشاط أنزيمات الغليكوأميلاز و البروتياز هي 
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وأنزيم السيليلاز المنتج من طرف  A. oryzae (Grover et al., 2013،)من طرف  ةالمنتجوالسيليلاز الأميلاز 

A. niger (Lee et al., 2011) .ماتوصل إليه  على عكسMahadik et al. (2002؛) Shah et al. (2014 ،) 

، أعلى A. oryzae، و أنزيم ألفا أميلاز المنتج من طرف A. nigerأنزيم الليباز الحامضي المنتج من طرف  أظهر

والمستقلبات الأخرى حساس  اتالأنزيمعادة ما يكون  نمو الخلايا وإنتاج  م. °45نشاطية لهما عند درجة حرارة 

بواسطة الفطريات بالنمو الذي يعتمد بشكل تسلسلي على درجة  α-amylaseيرتبط إنتاج  .لدرجة الحرارة

 (Mesophilic) محبة للحرارة العزلة، فإن درجة الحرارة المثلى تعتمد على ما إذا كانت ومن ثم،  نحرارة الحض

وقد لوحظ انخفاض نشاط (. Sivaramakrishnan et al., 2007) (Thermophilic) العالية أو محبة للحرارة

 البروتين وكذلك تثبيط نمو الفطرياتهدم رارة بسبب التغير في تكوين الغشاء و الحدرجة  ارتفاع  عند الأنزيم

(Muthulakshmi et al., 2011،) كما ذكرShah et al.  (2014)  درجات الحرارة المرتفعة والمنخفضة على تؤثر

 .التخمرعلى الإنتاجية الإجمالية لعملية  التأثير وبالتالي، ونمو الخلايا الأبواغإنبات ا

، حيث وجد في هذه الدراسة اتالأنزيمبالإضافة إلى تأثير درجة الحرارة ، تؤثر الرطوبة هي الأخرى على نشاطية 

التي تمت  النتائج مع نتائج الدراسات. وبمقارنة هذه اتالأنزيمهي الأحسن لنشاطية  %100أن نسبة الرطوبة 

، Zamber)المدروسة تكون في أقصاها عند نفس النسبة  اتالأنزيمعلى بعض الفطريات، يلاحظ أن نشاطية 

، وأنزيم الأميلاز المنتج من طرف A. nigerبالنسبة لأنزيم السيليلاز المنتج من طرف  %70بينما كانت (. 2010

A. oryzae (Lee et al., 2011.) وجد  في حينChutmanop et al.  (2008 )نسبة الرطوبة المثلى لنشاط  أن

بالنسبة لأنزيم   %75كانت   وفي دراسة أخرى .%50هي  A. oryzaeأنزيمي البروتياز والأميلاز المنتجة من طرف 

 reesei   Trichoderma (Grover et al., 2013.) و A. oryzaeالأميلاز والسيليلاز عند 
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. اتالأنزيمو الكائن الحي وبالتالي إنتاج تؤثر على نم ، فهيالتخمرات الصلبةتعتبر الرطوبة من أهم المعايير في 

وتقليل حجم الغاز.  ا، والتغيرات في بنية جزيئاته ادةيؤدي المحتوى العالي من الرطوبة إلى تقليل مسامية المحيث 

مع زيادة كبيرة في محتوى الرطوبة ، والذي يرجع إلى انخفاض معدل  الأنزيملوحظ انخفاض كبير في إنتاج كما 

أشارت الدراسات كما .  (Mahadik et al., 2002) ويسهل التلوث بالبكتيريا سريعة النمو، نقل الأكسجين

لك إمكانية الوصول إلى وكذ ،ااتهإنزيمعلى  التأثير بالتاليو  نمو الفطريات ونشاطها نعتم المنخفضة الرطوبةأن 

، مما يوفر ميزة كبيرة في الحد من خطر مقارنة مع البكتيريا أقل رطوبةسبة في ن عادة نمو الفطرياتت. المغذيات

وى التلوث ؛ لأن معظم الأنواع البكتيرية غير قادرة على النمو بمستوى رطوبة منخفض. ومع ذلك ، يختلف مست

 لها سعة تخزين مختلفة للماء الأوساط، لأن الأنواع المختلفة من  المستخدم الوسطالرطوبة الأمثل باختلاف ا

(Grover et al., 2013.)  

، إذ اتالأنزيمبالموازاة مع درجة الحرارة والرطوبة، تؤثر مصادر الكربون والنيتروجين هي الأخرى على نشاطية 

الكربونية  يعد استخدام المصادر والتمثيل الغذائي للكائنات الحية الدقيقة.تعتبر ضرورية للنمو السليم 

دراسة تأثير مصادر الكربون  في. اتالأنزيم تكلفة إنتاج غير المكلفة عاملا مهما في تخفيض والنيتروجينية

 هونتائج أن الغليسيرول الإلى أقصى حد. بينت  اتالأنزيمإنتاج  زيادةل سطوالنيتروجين كمكمل إضافي في الو 

 المصادر الأخرى على نشاطية الليباز والبروتياز.  أفضل مصدر كربوني بالنسبة لأنزيم الأميلاز، بينما لم تؤثر

الدقيقة النيتروجين والفوسفور والمعادن لنموها.  الحية بالإضافة إلى مصدر الكربون والطاقة ، تتطلب الكائنات

والليباز، في حين لم تتأثر نشاطية  زا أفضل للنيتروجين لإنتاج الأميلامصدرً صوديوم كانت نيترات الفي دراستنا ،  

 Gautam etائج مع تلك المتحصل عليها من طرف البروتياز بإضافة أي من المصادر المختبرة. تتوافق هذه النت
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al. (2011) بأن نشاطية السيليلاز، حيث وجدوا في دراستهم لتأثير مصادر مختلفة من النيتروجين على انتاج ،

)  Zamber. على عكس ما توصل إليه تكون أحسن عند إضافة البيبتون و كذلك نيترات الصوديوم الأنزيم

العضوية للنيتروجين مثل البيبتون ومستخلص الخميرة أحسن لنشاطية انزيم  أين كانت المصادر( 2010

 لاز بواسطةلييالس ز وأفضل للنيتروجين لإنتاج الأميلاا اليوريا مصدرً  تكانالغليكوأميلاز. وفي دراسة أخرى  

A. oryzae   وTrichoderma reesei (Grover et al., 2013.)  في دراسة مماثلة أجراهاو Shah et al.  (2014) 

 وكما أشار  .A. oryzaeعند  ميلازأفضل مصدر للنيتروجين لأعلى نشاط للأ مستخلص الخميرة، كان 

Muthulakshmi et al. (2011) ، التخمرتميل بعض الأملاح النيتروجينية إلى تقليل الأس الهيدروجيني لوسط 

 .على الرغم من أنها تدعم نمو الكائن الحي اتالأنزيمعلى إنتاج  سلبيوكان لها تأثير 

، وذلك بالتأثير على نسبة استعمال مادة الأنزيميعتبر حجم اللقاح من العوامل المهمة التي تؤثر على نشاطية 

 Grover et)التفاعل. وعليه يتطلب التخمر في الحالة الصلبة حجم لقاح مناسب ليكون التخمر جد فعال 

al., 2013) .  مل مثالي لنشاطية أنزيمي الليباز والبروتياز، أما أنزيم الأميلاز 1في دراستنا الحالية، كان حجم اللقاح

أما في الأحجام العالية من اللقاح  مل من المعلق البوغي الفطري.2عند تلقيح الوسط بـ حسن فأبدى نشاطية أ

قد يكون ذلك بسبب تكتل الخلايا التي يمكن أن تقلل من الثلاث، و  اتالأنزيمفلوحظ انخفاض في نشاطية 

 .  ( .Muthulakshmi et al 2011) الأنزيم فرازمعدل امتصاص السكر والأكسجين وكذلك إ

لقاح مختلفة  أحجامتأثير  Zamber (2010)وتراكيز لقاح مختلفة في دراسات عدة، فقد درس  أحجام استعملت

مل 0.8-0.5وجد بأن حجم اللقاح بين ف ، A. oryzaeفي إنتاج أنزيم الأميلاز من سلالة أخرى تابعة لـفطر 

مل أحسن لإنتاج  1أن حجم اللقاح  et al.  Kunamneni (2005). في حين وجدالأنزيمهو الأمثل في إنتاج 
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 .Aلقاح مختلفة في إنتاج أنزيم البروتياز من طرف فطر  أحجامأنزيم الأميلاز. وفي دراسة أخرى لبيان تأثير 

flavus  مل هو الأفضل0.3على وسط نخالة القمح، وجد أن حجم اللقاح(2011 Muthulakshmi et al..) 

الزيادة في  إلا أن مرحلة التباطؤ في النمو الفطري.وطول   امتداد حجم اللقاح الأصغر إلى يمكن أن يؤدي

يكون  ين، بعد ذلك حتى مستوى مع الفطريالنشاطات المتعلقة بالنمو  بشكل عام منتحسن حجم اللقاح 

والإنتاج المثالي يتطلب وقتًا أطول للنمو  ، مماالمغذيات نقصالميكروبي بسبب هناك انخفاض في النشاط 

 .(Shah et al., 2014) ات الثانويةللمستقلب

، ينبروتــ %16كربوهيــدرات، %  65ــوي تحت؛ إذ اتنزيــمللأنتــاج الصناعــي للإا جيــدا تعــد نخالــة القمــح خيــارً 

 K, E, B3, B2, B1))كالســيوم، حديــد، مغنيزيــوم، فوســفات، بوتاســيوم، صوديــوم، زنــك، وفيتامينــات 

رغـم  . الفطـري الأنزيملإنتاج ، وهــي مناســبة بشــكل خـاص تكلفتها البسيطةلى ضافــة إلإبا ،والليبيــدات،

نظـام التخمـر؛  فيت لات كافيــة حــول حركــة التفاعــتتوفــر معلومــا لالـة الصلبـة الحال الواسـع لتخمـرات امسـتعالإ

تنوعــة الممــواد التفاعــل، بســبب الطبيعــة  لاكديــد اســتهتحلــوي و الخالنمــو  ليـلتحلصعوبـة قيـاس عوامـل النمـو و 

، إلى أنتاجية عالية غير مفهومة تماما، فالعوامــل التــي تــؤدي المعقدة غذائيا و بنيويا ـواد التفاعــل ذات البنيــة لم

  (.2019وأخرون،  فقط )عبد الرزاق ريبيـةتجاتيجية تر تبقـى إسـ ثلىلمالعمليـة اف لــذا

الحصول عليها من  مهمة في عمليات الإستقلاب لدى جميع الكائنات الحية، بالتالي يمكن اتالأنزيمتعد 

الحية  المعزولة من الكائنات اتالأنزيم الدراسات أنأثبتت   .ئنات الحية الدقيقة النباتات و الحيوانات و الكا

ا أكثر استقرارا في درجات الحرارة نهسيما على المستوى الصناعي كو لا أكثر أهمية  ، وخاصة الفطريات،الدقيقة
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 (،الأميلاز، الليباز، السيليلاز)لات النسيجية لمجاايمكن إستعمالها في حيث ، غير المثلىالأس الهيدروجيني و 

و الورقية  (،از، الليبازيالبروت)الصناعات الجلدية  (،أوكسيدو ريدكتاز البروتياز، السيليلاز، البكتيناز،)الأغذية 

 Sousa) )البروتياز، السيليلاز، الليباز، أوكسيدو ريدكتاز)و المنظفات  )نازيالليباز، أوكسيدو ريدكتاز، كزيل)

et al., 2008.)
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التربة المالحة  قد لا تكون صالحة في المجال الزراعي، إلا أنه يمكن اعتبارها مخزن للعديد من الكائنات الحية 

المجالات: الاقتصادية، الصناعية، الطبية، الصيدلانية و الدقيقة ذات أهمية كبرى في العديد من 

 …البيوتكنولوجية

من إظهار  بيضاء(المعزول من تربة مالحة ) سبخة ال A. oryzae 18HG80مكنت هذه الدراسة حول فطر 

ذات  الأهمية البيوتكنولوجية لهذا الفطر إذ يمكن أن يشكل مصدرا للعديد من الجزيئات الحيوية النشطة بيولوجيا

تميزت هذه السلالة بامتلاكها لنشاطية ضد ميكروبية واسعة ضد بعض  الطبية، الصناعية والزراعية.  الأهمية

ومع ذلك من أجل تقييم هذا العمل من الضروري  ،الأنواع البكتيرية والفطريات الممرضة للنباتات و الإنسان

لديها  للوصول إلى ما إذا كانت هذه السلالة (in vivo) يإتباعه بتنقية هذه الجزيئات الحيوية وتطبيقها في الح

 القدرة على العمل كعنصر تحكم بيولوجي، أو كعامل دوائي وبيوتكنولوجي جديد.

د بعض تمكنا من تحدي كما  ذات الأهمية الصناعية، اتالأنزيمفي إنتاج بعض  السلالة كفاءة عالية هذه أثبتت

ل وسط . كما بينت النتائج أن أفضاتالأنزيمو  الحيوية النشطةالجزيئات الظروف المثلى لإنتاج كل من 

لاستخلاص هذه المستقلبات هو الوسط الطبيعي ) عجينة نخالة القمح(، حيث أعطت هذه الطريقة قيمة 

مضافة في البيوتكنولوجيا من خلال التقليل في تكلفة الإنتاج وكذلك تمهيد الطريق لإدارة النفايات. إضافة إلى 

استعمال المخلفات الزراعية كمواد أولية في التخمرات الصناعية التي تتطلب وجود الملح باستخدام فإن ذلك 

 سيفتح المجال على مصراعيه للبحث، لكون النتائج المتحصل عليها مشجعة. ،A. oryzaeالفطر 
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في حمضي  الأولىوالمتمثلة بالدرجة  من جهة أخرى تم تعريف المستقلبات الثانوية المفرزة من طرف الفطر،

ذان يعتبران موادا كيميائة مهمة ذات استخدامات صناعية مختلفة، بالإضافة إلى لال السيكسينيك و الكوجيك

 ومستحضرات والمشروبات الغذائية الصناعات) المجالات من العديد في منآهذا الفطر  استعمال حقيقة أن

 .المستقبل في لبحثآفاقا ل يفتح فهذاوهذا ما أثبته إختبار السمية الخلوية،   ،(الدوائية والصناعات التجميل

 ودقة تشمل: وعليه فمن الضروري القيام بأبحاث و دراسات أكثر تعمقا

 تعميق الدراسة المخبرية للكشف عن آليات تأثير الجزيئات النشطة حيويا باستعمال تقنيات حديثة. -

 انتاج أنزيمات حالة أخرى.الكشف عن قابلية العزلة على  -

 .في الواقع تنقية حمضي السكسينيك والكوجيك وإجراء بعض الدراسات التطبيقية -

استعمال مخلفات زراعية وصناعية أخرى بوصفها أوساطا طبيعية إقتصادية لإنتاج الأنزيمات الحالة  -

 وحامضي السكسينيك والكوجيك.

 الصناعية التي تتطلب وجود الملح. في التخمراتقدرة الفطر على تحمل الملوحة تسمح باستعماله  -

 معالجة وتلقيح الأشجار والنباتات الصغيرة لتزرع خارجيا في التربة المالحة. -

، وكذلك في المكافحة كبروبيوتيك في تغذية الدواجن وتحسين المردود  A. oryzae 18HG80استعمال  -

 البيولوجية.
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 نخالة القمح المستعملةتركيب 1:        الملحق 

 (Boudouma ،2009)القيم المرجعية  (%)القيم التجريبية  (%)قيم المركبات المقاسة 

 88 93.3 مادة جافة

 12 6.7 الرطوبة نسبة

 5.5 4.65 الرماد

 14.5 16.3 مجموع المواد النيتروجينية

 59.8 62.5 الكربوهيدرات

 4.48 6 الليبيدات

 41.7 27 الألياف

 

 تركيب الأوساط الزراعية المستعملة             :2 الملحق

 :Agar Dextrose Potato PDA وسط مستخلص البطاطا   1- 

 غ200...........................................البطاطسمستخلص  -

 غ15......................أجار..................................... -

 غ20...................................................غــلوكوز...... -

  ملل 1000...........ماء مقطر........................................ -
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 :  YESA Sucrose Agar   Extract Yeast وسط2-  

 غ20.............................مستخلص الخميرة...................... -

- 0.5…………………...………………MgSO4,5H2Oغ 

 غ150........................سكروز................................... -

- …….………….…………………… Trace metal 1ملل 

 ملل1000....................ماء مقطر.................................. -

- Trace metal: 

- O2,7H4ZnSO ……………………………………1غ 

- O2,7H4CuSO ……….………………………… 0.5غ 

 ملل100 .……………………………………..مـــــاء مقطر -

 :Czapekوسط   3-

- 3Na NO ....................................................2غ 

- 4PO2KH ....................................................1غ 

- O27H4.Mg SO..............................................1غ 

- KCl .......................................................0.5غ 

- O2 7H.4FeSO ...........................................0.01غ 

 غ30............................سكروز.......................... -

 غ15..............................أجار.......................... -
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 ملل 1000.........................ماء مقطر....................... -

 :Saboraudوسط  -4

 غ10.......................................بيبتون.................. -        

 غ40.......................................غلوكوز................. -        

 غ20.......................................أجار................... -        

 ملل1000..........................................مــاء مقطر........ -        

 Glucose yeast extract peptone agar (GYP)  وسط -5

 غ0.5بيبتون......................................................... -

 غ0.1مستخلص الخميرة.............................................. -

 غ1غلوكوز........................................................ - 

 غ16أجار.......................................................... - 

 ملل1000مــاء مقطر.................................................. - 

 Pepton Agar (PA) وسط -6

 غ10......................................................................بيبتون -

- NaCl......................................................................5غ 

- 2CaCl......................................................................1غ 

 غ16..............................................................أجار -
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 مل1000.....................................................ماء مقطر -

 (MGM) وسط معدني أدنى -7

- 4PO2NaH ............................................................12غ 

- 4PO2KH................................................................2غ 

- O2.7H4MgSO.........................................................0.3غ 

- 2CaCl....................................................................0.25غ 

 %1.........................................................كبريتات الأمونيوم -

 %2..................................................................زيت زيتون -

 مل1000.................................................................ماء مقطر -

 المحلول الملحي -8

- 4HPO2K...................................................................1غ 

- 3NaNO......................................................................3غ 

- 4MgSO....................................................................0.5غ 

- 3FeSO....................................................................0.01غ 

- KCL........................................................................0.5غ 
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 pH 5 مولار 0.1المنظم  لالخ محلول 9-

 غ5.7.............................................................أسيتات الصوديوم - 

 غ1.7..................................................................حمض الأسيتيك -

 مل1000........................................................................ماء مقطر -

 pH 7 مولار 0.1محلول الفوسفات المنظم  -10

- O27H-4HPO2Na..............................................................20.2غ 

- O2H4PO2NaH.................................................................3.4غ 

 مل1000........................................................................ماء مقطر -

 pH 6 مولار 0.02محلول الفوسفات المنظم  -11        

-  O27H-4HPO2Na..............................................................0.73غ 

- O2H4PO2NaH..................................................................2.38غ 

 مل1000..........................................................................ماء مقطر -
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 (DNSA)  نيتروساليسيكليكثنائي : طريقة تحضير محلول حمض  3الملحق 

 مل 20مل من الماء المقطر، بعدها يضاف إلى المحلول 50 في DNSA-3،5غ من المادة  1حضر المحلول بإذابة 

مل 100وأكمل الحجم إلى  غ من ترترات الصوديوم و البوتاسيوم 30 و %8من محلول هيدروكسيد الصوديوم 

 .(2015ماهود السوداني، ) من الماء المقطر

 التحلـيــــــــلات الإحصائيـــــــــــــــــــــــــةجداول :  4الملحق 
 إختبار النشاطية المضادة للميكروبات لمستخلصات الإيثيل أسيتات للعزلات الثلاث  4-1.جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 كائنات الحية الدقيقةال
 الممرضة

 مناطق التثبيط ) مم (
M)±(SD 

    A. oryzae    S1 S2 S3    عزلات  

Salmonella typhi 

S. aureus 

MRSA 

E. coli 

B. cereus 

S. typhimurium 

P. aeruginosa 

K. pneumoniae 

ECRB 

C. albicans 

18.66±0.57 

20±00 

23.33±3.21 

20.33±2.08 

24.66±0.57 

17.66±2.08 

26±2.64 

23.33±2.08 

25±1 

18±1 

15.66±1.15 

00±00 

16.33±0.57 

15±00 

21.66±1.15 

13.33±0.57 

23±2 

20.33±0.57 

00±00 

11±1 

 16.66 ± 1.52 

00±00 

17±1.73 

14.33±3.21 

20.33±2.51 

14.66±1.52 

20±00 

20±1 

19±2.64 

14.66±0.57 
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 تأثير درجة الحرارة على النشاطية المضادة للميكروبات  . 4-2جدول

 درجة الحرارة
 م(°)

 قطر التثبيط )مم(

 
 
25 
28 
30 
35 

C. albicans S. aureus E.coli 
 

18.33±1.52 
30±00 
30±00 

21±3.46 

 
20.66±0.57 
12.83±0.76 

21±01 
12±00 

 
10±00 

12.83±0.76 
19.66±0.57 

13±00 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم

 تأثير درجة الأس الهيدروجيني على النشاطية المضادة للميكروبات . 4-3جدول

 قطر التثبيط )مم( درجة الأس الهيدروجيني
 
 
4 
6 
8 

11 

C. albicans S. aureus E.coli 
 

8.33±0.57 
09±00 

00 
00 

 
15.33±1.52 

15±00 
00 
00 

 
15±00 
16±00 

00 
00 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 تأثير الملوحة على النشاطية المضادة للميكروبات . 4-4جدول

 NaClتركيز 

 )مولار(
 قطر التثبيط )مم(

 
 
0.5 
1 

1.5 
2 

C. albicans S. aureus E.coli 
 
00 
00 
00 
00 

 
11±01 

12.66±0.57 
00 
00 

 
09±00 

00 
00 
00 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم

 تأثير مدة الحضن على النشاطية المضادة للميكروبات . 4-5جدول

 قطر التثبيط )مم( مدة الحضن ) يوم(

 
 
7 

14 
21 
28 

C. albicans S. aureus E.coli 
 

9.66±0.57 
10.33±1.15 

10±00 
14±02 

 
23±01 
22±01 

19.33±2.08 
22.33±2.51 

 
21±1.73 

21.66±1.52 
27±6.08 

28.33±2.51 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 ية للعزلات الثلاثالأنزيمالمؤشرات   .4-6جدول

 الأنزيم
             العزلات

 
 الأميلاز

 
 الليباز

 
 البروتياز

 يالأنزيمالمؤشر  
S1 1.25±00 1.025±0.035 1.2±0.028 
S2 1.16±0.056 01±00 1.175±0.035 
S3 1.1±00 1.01±0.014 1.19±0.014 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم

 بين استعمال التخمر في الحالة السائلة والصلبة اتالأنزيممقارنة إنتاج  . 4-7جدول

 الأنزيم
             نوع التخمر

 
 )وحدة دولية( الأميلاز

 
 دولية( )وحدة الليباز

 
 )وحدة دولية( البروتياز

SSF 20.21±0.99 19.5±0.93 29.8±1.91 
SmF 2.37±0.39 1.98±0.44 15.95±1.57 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم

 يةالأنزيمدرجة الحرارة على النشاطية تأثير  . 4-8جدول

 يةالأنزيمالنشاطية  م(°)درجة الحرارة 

 
 
 

25 
28 
30 
35 

 الأميلاز
 )وحدة دولية(

 البروتياز
 )وحدة دولية(

 الليباز
 )وحدة دولية(

 
14.13±0.12 
15.9±0.67 

20.41±0.13 
11.99±0.091 

 
30.115±0.77 
28.13±0.834 
32.771±1.03 

28.295±0.742 

 
13.175±0.219 
15.855±0.20 
17.430±0.141 
14.340±0.452 



 

127 
 

 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 يةالأنزيمتأثير نسبة الرطوبة على النشاطية  .4-9 جدول

 يةالأنزيمالنشاطية  (%نسبة الرطوبة )

 
 
 
50 
75 

100 
125 

 الأميلاز
 )وحدة دولية(

 البروتياز
 )وحدة دولية(

 الليباز
 )وحدة دولية(

 
146.92±0.537 

153.645±2.199 
247.515±4.447 
140.110±1.357 

 
21.305±0.615 
25.045±0.134 
35.535±0.869 
27.555±0.289 

 
79.425±0.813 
85.575±0.601 

172.735±0.841 
91.790±2.177 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم

 يةالأنزيمتأثير حجم اللقاح على النشاطية  . 4-10جدول

 يةالأنزيمالنشاطية  (ملحجم اللقاح )

 
 
 
 
0.5 
1 
2 
3 

 الأميلاز
 )وحدة دولية(

 البروتياز
 )وحدة دولية(

 الليباز
 )وحدة دولية(

 
33.145±0.289 
43.932±0.115 
150.99±0.565 
46.385±1.152 

 
3.255±0.106 

33.960±0.763 
19.765±0.346 
18.875±0.643 

 
67.230±0.806 

101.835±13.116 
87.539±1.895 
71.800±8.442 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 يةالأنزيمتأثير مصادر الكربون على النشاطية  . 4-11جدول

 يةالأنزيمالنشاطية  الكربونمصدر 
 
 
 
 

 النشاء
 الغليسيرول
 الغلوكوز
 السكروز
 الشاهد

 الأميلاز
 )وحدة دولية(

 البروتياز
 )وحدة دولية(

 الليباز
 )وحدة دولية(

61.365±0.247 

155.710±27.209 

81.485±13.979 

108.660±26.40 

20.700±0.753 

91.805±6.526 

100.925±2.199 

100.565±3.104 

105.960±12.600 

29.495±2.609 

73.33±00 

93.33±9.432 

71.665±11.787 

67.495±1.180 

19.160±1.032 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم

 يةالأنزيمتأثير مصادر النيتروجين على النشاطية  . 4-12جدول

 يةالأنزيمالنشاطية  مصدر النيتروجين
 
 
 
 

 نترات البوتاسيوم
 نترات الصوديوم

 كاربونات الأمونيوم
 بيبتون

 الشاهد

 الأميلاز
 )وحدة دولية(

 البروتياز
 )وحدة دولية(

 الليباز
 )وحدة دولية(

121.210±33.856 

130.055±34.103 

81.315±22.563 

92.760±19.134 

20.700±0.753 

78.080±5.359 

83.500±15.330 

98.755±12.310 

76.170±6.858 

29.495±2.609 

68.330±16.503 

113.330±18.851 

70±14.142 

33.330±00 

19.160±1.032 

 (.M±SD) الإنحراف المعياري±الحسابي لثلاث مكررات توسطكل نقطة تمثل الم
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 المـــــلحقــــــــــــــــــــات 

 يةالأنزيم: طريـــــــــــــــــــــــــــــــقة حســــــــــــــــــــــاب النشاطيـــــــــــــــــــــة 5الملحــــــــــق 

 لأنزيم البروتياز: يةالأنزيملحساب النشاطية  مثال

 (1) …………………………الكتلة المولية  /عدد المولات = الكتلة 

 مول /غ 181.19الكتلة المولية للتيروزين هي 

  (D.O)كثافة ضوئية قيمة  كل من المنحنى العيارية للتيروزين نستخرج كتلة التيروزين الموافقة ل إنطلاقا

 0.1602 =عدد المولات ميكروغرام ومنه  29.03 كتلة التيروزينتقابلها    0.164الكثافة الضوئية  مثال:

  .ميكرومول

وحدة من التيروزين في الدقيقة ) مولارميكرو  1الذي حرر  الأنزيمكمية ب الأنزيموحدة واحدة من نشاط  يعبر عن

 أي: / دقيقة( ولارميكروم 1دولية تساوي 

           التفاعل  لولالحجم الكلي لمحمل من  1                    ميكرومول 0.1602
 ولارميكروم 160.21 =مل                          س 1000س                                             

 
  دقائق )مدة التفاعل( 10ولار                ميكروم 160.21

وحدة دولية 16.021=س                          دقيقة  1س                                         
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 عدد الأبواغحســــــــــــــــــــــاب تحضير المعلق البوغي و : طريـــــــــــــــــــــــــــــــقة 6الملحــــــــــق 

ستعمرة لم مل من هذا المحلول 10أضيف حيث ، لتحضير المعلق البوغي المعقم الفيسيولوجي لول المحاستخدم 
وضع المعلق البوغي على جهاز  واغ،لأبللحصول على ا أيام. كشطت المستعمرة قليلا 7بعمر  فطرية متبوغة 

المعلق البوغي بإضافة  خففثم  بواغ في المعلق،لألدقائق لتأمين توزيع متجانس  10الرجاج الكهربائي لمدة 
ميكرولتر  100ميكرولتر من المعلق و 100أخذ بعد ذلك ، 10-4 للوصول إلى التخفيف الفيسيولوجي المحلول

وفق  counting Malassez chamber   لسييهبواغ باستخدام شريحة مالأتركيز احساب  وتممن أزرق الميثيلين 
 :المعادلة التالية 

 التخفيف xمعامل التخفيف  xمل( = متوسط عدد الخلايا  /التركيز )خلية حية

 عدد المربعات  /= عدد الخلايا  متوسط عدد الخلايا

 حجم المعلق /= الحجم النهائي  التخفيفمعامل 

 تحضير المنحنيات العيارية للغلوكوز و التيروزين .7 الملحــــــــــق    
 

 المنحنى العياري للغلوكوز. 1

حضر المنحنى العياري للغلوكوز بوصفه سكرا مختزلا لتقدير السكريات المختزلة في الأوساط المستعملة للتخمر. 
  .(2015) ماهود السودانيوقد اتبعت الطريقة الموصوفة من قبل 

، 80، 70، 60، 50، 40، 30، 30، 20، 10مل، تم تحضير التراكيز /مغ10انطلاقا من المحلول الأم للغلوكوز بتركيز 

 ميكروغرام/مل. 100، 90

(، ووضعت في DNSA) ثنائي نتروسالسيليك-3،5حمض مل من محلول 1مل من كل تركيز،  1يضاف إلى 
وترج جيدا. ثم تقرأ درجة  مل من الماء المقطر 5. وبعد أن تبرد الأنابيب يضاف د15حمام مائي مغلي لمدة 

 نانومتر.  تحضر الأنابيب بثلاث مكررات لكل تركيز. 540الإمتصاص لكل تركيز عند طول الموجة 

 ملاحظة: يحضر الأنبوب الشاهد بنفس الطريقة لكن بدون الغلوكوز. 
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   المنحنى العياري للتيروزين. 2

 ،90، 80، 70، 60، 50، 40،  30، 20مل، تم تحضير التراكيز /مغ10انطلاقا من المحلول الأم للتيروزين بتركيز 
 Folinمل من كاشف  0.5مولار، و  3CO2Na 0.44 مل من  2.5ميكروغرام/مل. تضاف بعد ذلك  100

ciocalteu    بعد ذلك تقرأ درجة الإمتصاص في طول   د،30. ترج الأنابيب جيدا وتترك لمدة 1/3مخفف بنسبة
 تركيز.تحضر الأنابيب بثلاث مكررات لكل  .(Mechakra et al., 1999)  نانومتر. 660الموجة 

 ملاحظة: يحضر الأنبوب الشاهد بنفس الطريقة لكن بدون تيروزين.

 
              المنحنى العياري للغلوكوز

 
   المنحنى العياري للتيروزين
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  SVP01 Aspergillus oryzae المرجعية للعزلة PCR لنواتج  نكليوتيديالتسلسل ال . 8الملحـــــــــــق 

 18HG80 oryzae. A المدروسة ونسبة تطابقها مع السلالة (KP256849.1)رقم التسلسل 

 

       A. oryzae 18HG80مع السلالة  نسبة التطابق                       
                                                          نكليوتيديال التسلسل 

  

94 % 

 

TGGCCCAGGAAGGGTTGGCAACGACCCCCCAGGGGCCGGAAAAGTTGGTCAAACCCGGTCATTTAGAAGG 

AAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTA 

GCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTCATGGCCGCCG 

GGGGCGTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGT 

TGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAG 

CGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC 

CCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGT 

CGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTAT 

GGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAAACAACCATTTTTTCCAGGT 

TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGGAGGAAAAGAAACCAAC 

CGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCTCCTTCGGGGTCC 

GCATTGTAATTTGCAGAGGATGCTTCGGGTGCGGCCCCTGTCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGTCAGAGA 

GGGTGAGAATCCCGTCTGGGATGGGGTGTCCGCGCCCGTGTGAAGCTCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGG 

GAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATACTGGCCGGAGACCGATAGCGCACAA 

GTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGA 

AGCGCTTGCGACCAGACTCGCCTCCAGGGTTCAGCCGGCATTCGTGCCGGTGTACTTCCCTGGGGGCGGG 

CCAGCGTCGGTTTGGGCGGCCGGTCAAAGGCTCCCGGAATGTAGTGCCCTCCGGGGCACCTTATAGCCGG 

GAGTGCAATGCGGCCAGCCTGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCACGGACGCTGGCATAATGGTCGTAAACG 

ACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAACATCTACGCGAGTGTTCGGGTGTCAAACCCGTACGCGC 

AGTGAAAGCGAACGGAGGTGGGAGCCCCCTCGTGGGGCGCACCATCGACCGATCCTGAAGTCTTCGGATG 

GATTTGAGTAAGAGCGTAAATGTGGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGA 

GGAAACTCTGGTGGAGGCTCGCAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGA 

AAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGTAACGCGAATTC 

AGTTTTATGAGGTAAAGCGAATGATTAGAGGCATTGGGGTTGAAACAACCTTAACCTATTCTCAAACTTT 

AAATATGTAAGAAGCCCTTGTTGCTTAGTTGAACGTGGGCATTAGAATGGAGC 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP256849.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=60&RID=CA0P2XFR01R


 

 
 

 الملــــــــــــــــخــــــــــــص 

على إنتاج المستقلبات الثانوية ذات الأهمية البيوتكنولوجية. من بين ثلاث عزلات فطرية المعزول من تربة مالحة )سبخة البيضاء، ولاية سطيف(  Aspergillus oryzaeتقييم قابلية فطر إلى هذه الدراسة تهدف 
)التركيز الأدنى للتثبيط بين ،  الأكثر نشاطا A. oryzae 18HG80تحديد نمطها الوراثي بـ  ( والتي تمS1، والتي أخضعت إلى إختبار النشاطية المضادة للبكتيريا، كانت العزلة )(S3و  S1 ،S2المتحصل عليها ) 

 Alternariaبالنسبة لـ  %9.3، منخفضة إلى متوسطة ) A. oryzae 18HG80ميكروغرام/مل(. بالنسبة للنشاطية المضادة للفطريات الممرضة، فقد كانت فعالية المستخلص للسلالة  21.81و  7.28
solani ،46%  لـبالنسبةAspergillus flavus  لـ %37و Fusarium oxysporum ) نزيمات الليباز، الأميلاز والبروتياز،و قد أظهرت أمن حيث قدرتها على إنتاج  العزلة. من جهة أخرى تم إختبار هذه

. كما شملت هذه الدراسة أيضا على تعريف الجزيئات Smfمقارنة بـ  SSFأن الإنتاج كان أكثر في  (SmFو السائلة ) (SSF)دراسة المقارنة لإنتاج الإنزيمات من خلال عمليتي التخمر الصلبة باستعمال نخالة القمح 
بالدرجة الأولى حمضي السيكسينيك (، حيث أظهرت النتائج أن  الفطر ينتج GC/MSباستعمال كروماتوغرافيا الطور الغازي مع طيف الكتلة   ) A. oryzae 18HG80الحيوية المفرزة من طرف السلالة 

 %25.097و  %48(ما على الترتيب بالنسبة لمستخلص التخمر في الحالة السائلة، أما بالنسبة للتخمر في الحالة الصلبة فكانت نسبة إنتاج الحمضين أكبر نوعا  %24.845و %42.284والكوجيك  بنسبة  
(، أما بالنسبة لإختبار HSV-2) Herpes simplex-2النشاطية المضادة للفيروسات للمستخلص الفطري، أن هذا الأخير ليس له أي تأثير على فيروس . كما اوضحت التجارب المخبرية لدراسة )على الترتيب

 السمية الخلوية فلم يبد المستخلص الفطري أي سمية للخلايا المختبرة.
يوما. أما بالنسبة  28، ومدة حضن  6 ،4م، ودرجة أس هيدروجيني°30ادة للميكروبات. إذ تم الحصول على أعلى  تثبيط  في درجة حرارة حددت  بعض الظروف المثلى لإنتاج الجزيئات الحيوية ذات نشاطية مض

، أما أفضل مصدر نيتروجيني وكربوني لنشاط   %100نسبة م ورطوبة ب°30لإنتاج الأنزيمات  باستعمال التخمر على وسط نخالة القمح الصلب، فقد تم الحصول على أعلى إنتاج للأنزيمات الثلاث  في درجة حرارة 
 مل هو الأمثل.1، أما بالنسبة لأنزيمي البروتياز والليباز فكان حجم اللقاح بالنسبة لأنزيم الأميلاز  مل 2أنزيمي الأميلاز والليباز هو نيترات الصوديوم و الغليسيرول على التوالي ، وحجم اللقاح 

 ، الجزيئات الحيوية، الأنزيمات الميكروبية، النشاطية المضادة للبكتيريا والفطريات، استخلاص المستقلبات الثانويةAspergillus oryzae: الكلمات المفتاحية
Abstract 
This study was conducted to assess the susceptibility of Aspergillus oryzae  isolated from saline soils (Sebkha El Bayda, Setif) to the production of secondary metabolites that 
have biotechnological importance, as among three fungal isolates (S1, S2 and S3), which were subjected to an anti-bacterial activity test with  following disc diffusion method, 
after extracting its secondary metabolites using ethyl acetate, the isolate (S1) whose genotype was determined was A. oryzae 18HG80, was  the most active either against 
positive gram bacteria or negative gram bacteria, or tested resistance bacteria( .MIC  is between 7.28 and 21.81µg/ml . Antifungal activity, of A. oryzae 18HG80 was low to 
moderate (9.3% for Alternaria solani, 46% for Aspergillus flavus and 37% for Fusarium oxysporum). On the other hand, this strain was tested in terms of its ability to produce 
the extracellular enzymes, lipase, amylase and protease. The comparative study of enzyme production through two fermentation processes (SSF) and (SmF) showed that 
enzyme production was  more in SSF compared with Smf. Metabolite profiles of the fungus revealed by gas chromatography mass spectrometry GC/MS, allowed to identify 
bioactive compounds, where butanedioic (succinic) acid and kojic acid were the major compounds with total percentage of 42,284% and 24,845% respectively in SmF, while 
for SSF, the percentage of acid production was somewhat greater (48% and 25.097%), respectively. Antiviral activity of the fungal extract showed that the latter had no effect 
on the Herpes simplex-2 (HSV-2) virus. As for cellular toxicity testing, the fungal extract did not show any toxicity to the tested cells. 
Optimization of cultural conditions for the production of biomolecules with antimicrobial activity showed that the highest inhibition was obtained at 30 ° C, pH 4, 6 and 
incubation period of 28 days. As for the production of enzymes using SSF, the highest production of the three enzymes was obtained at a temperature of 30 ° C and 100% 
humidity. The best nitrogen source for the amylase and lipase activity was sodium nitrate, while glycerol was the best one for the production of amylase, and the size of the 
inoculum was 2 ml for Amylase. As for protease and lipase enzymes, the size of the inoculum was1ml. 
Keywords: Aspergillus oryzae, biomolecules, microbial enzymes, antibacterial and antifungal activity, extraction of secondary metabolites 
Résumé 
Le but de cette étude est pour évaluer la capacité de champignon Aspergillus oryzae isolé à partir des sols salins (Sebkha el-Baida, Sétif) à la production de métabolites 
secondaires d'importance biotechnologique.  Parmi les trois isolats fongiques obtenus (S1, S2 et S3), qui ont été soumis à un test d'activité antimicrobien, en suivant la méthode 
du disque de diffusion des extrait d'acétate d'éthyle, l'isolat (S1) dont le génotype a été déterminé était A. oryzae 18HG80, était le plus actif  (CMI entre 7,28 et 21,81 µg / 
ml). L'activité antifongique, de l'extrait de la souche A. oryzae 18HG80 était faible à modérée (9,3% pour Alternaria solani, 46% pour Aspergillus flavus et 37% pour Fusarium 
oxysporum).  D'autre part, cette souche a été testée en termes de sa capacité à produire des enzymes extracellulaires, lipase, amylase et protéase.  
L’étude comparative de la production d'enzyme à travers deux processus de fermentation solide utilisant du son de blé (SSF) et liquide (SmF) a montré que la production était 
supérieure pour SSF par rapport au Smf.  Cette étude a également inclus la définition des biomolécules sécrétées par la souche A. oryzae 18HG80 en utilisant la 
chromatographie en phase gazeuse avec spectre de masse (GC / MS), où les résultats ont montré que le champignon produit principalement de l'acide succinique et du kojic 
de 42,284% et 24,845%, respectivement lorsque l'extrait de fermentation était à l'état liquide, alors que pour la fermentation à l'état solide, le rapport de production était 
légèrement supérieur (48% et 25,097%), respectivement.  L'activité antivirale de l'extrait fongique a montré que ce dernier n'avait aucun effet sur le virus Herpes simplex-2 
(HSV-2). Quant aux tests de toxicité cellulaire, l'extrait fongique n'a montré aucune toxicité pour les cellules testées. 
Certaines conditions optimales ont été déterminés pour la production de biomolécules à activité antimicrobienne. L'inhibition la plus élevée a été obtenue à 30 ° C, pH 6, 4, 
et durée de 28 jours.  Quant à la production d'enzymes par fermentation solide, la production la plus élevée des trois enzymes a été obtenue à une température de 30 ° C et 
100% d'humidité.  La meilleure source d’azote et de carbone pour l'activité enzymatique de l'amylase et de la lipase est le nitrate de sodium et le glycérol, respectivement avec 
le volume d’inoculum est de 2 ml pour Amylase. Quant aux enzymes protéase et lipase, le volume d’inoculum optimale était de 1 ml. 
Mots-clés: Aspergillus oryzae, biomolécules, enzymes microbiennes, activité antibactérienne et antifongique, extraction des métabolites secondaires. 
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ABSTRACT  
This work covers the study of antimicrobial and antiviral activities of the Aspergillus oryzae strain isolated from saline soil (El-Baida marsh in 
Algeria). The crude extract obtained with ethyl acetate displayed antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria and 
the yeast Candida albicans with a mean of 16.69 mm of inhibition zone and a minimal inhibitory concentrations MICs between 7.28 and 21.85 
μgmL-1. We also assessed the antiviral activity against Herpes simplex-2 Virus (HSV-2), in which no inhibitory effect was exhibited. In addition, 
cytotoxicity activity was tested in Caco-2 and RAW 264, a human epithelial and a murine macrophage cell line, respectively, revealing a no-toxic 
effect of the extract. The studied isolate extract possesses an antimicrobial property and its non-toxicity to the host cells becomes very 
important, and can be exploited for the production of new pharmacological and biotechnological agents.  

Keywords: Aspergillus oryzae, antimicrobial activity, antiviral activity, cytotoxicity, fungal extraction. 
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1. INTRODUCTION 

Filamentous fungi are extensive in the environment, and 
since a number of antibiotics have been isolated from 
different fungi such as Penicillium janczewskii, P. Canescens 
1,2 the interest of the researchers towards bioactive 
compounds having different biological activities had 
increased. The discovery of penicillin was a real invention in 
medicine, and the research's interest for searching new 
antimicrobial metabolites from microorganisms is 
continued. Many intensive studies, mainly on terrestrial-
derived and marine-derived fungi, displayed that fungi are a 
rich source of unique bioactive substances.3 

Fungi are important source of secondary metabolites with 
novel biological activities.4 Many fungal extracts substances 
have been found for their antimicrobial activity mainly from 
the fungus Penicillium,5 that they supply a rich source of 

compounds for therapeutic applications including 
antibacterial, antifungal and antiviral agents .2 Aspergillus 
oryzae is an important filamentous fungi in Japanese 
fermentation industry, as well as its capacity of the 
production of  various enzymes  makes it an perfect model 
for the research of protein secretion  and gene expression . 

A. oryzae has a great medicinal and pharmaceutical 
importance due to its ability to produce substances with 
antifungal activity such as Asperfuran and Oryzachlorin, in 
addition to antibiotics such as Penicillin. These 
countenances support the idea that A. oryzae is a suitable 
microorganism for fermentation and use in biotechnology.6 

Because of the increased interest of researchers in 
microorganisms and their applications in food as nutritional 
supplements, in health as therapeutic pharmaceuticals, and 
in industry as cosmetics, detergents. In addition, the interest 
of researchers is also attributed to the problem of salinity, 
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due to the transformation of vast agricultural areas annually 
into areas not suitable for agriculture. The question that 
arises is: If this soil is not suitable for agriculture, can it be 
exploited in other indirect ways in various fields? The aim of 
this study was to evaluate the antimicrobial and antiviral 
activities of the crude ethyl acetate extract of A. oryzae, 
isolated from saline soil, against some common pathogenic 
microorganisms, in addition to the study of its cytotoxicity. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Study area 

El-Baida marsh is one of the natural saline soils. It is located 
between latitudes 5° 53' 20" E - 5° 53' 30" E and latitudes 
35° 57' 80" N - 35° 54' 20" N near Hammam El-Sukhna area 
(Setif region), an area of approximately 12.223 hectares. Soil 
surrounding the site is characterized by being less salty to 
salty, alkaline clay with a gradient composition.7 

2.2.  Culture media  

The synthetic (Yeast Extract Saccharose) YES medium 
consisting of sucrose 15% (w/v), yeast extract 2%, MgSO4 

0.05%, metal traces 0.1% (ZnSO4,7H2O 1%, CuSO4,7H2O 
0.5%)) was used for secondary metabolites production. 
Muller Hinton agar MHA and broth MHB were used for 
bacterial isolates culture and sensitivity tests. 

2.3.  Fermentation and Antimicrobial assay 

Seven days (potato dextrose agar) PDA plate fungal pure 
cultures were used to prepare discs. They were cut (6mm 
diameter) and placed into 250 mL Erlenmeyer flask 
containing 100mL of YES medium. The flasks were then 
incubated at 30 °C for 7 days. After fermentation, the 
mycelium with the medium was frozen at -10 °C for 2-3 
hours, then crushed and centrifuged at 15000 rpm / 15 
min.8 Finally; samples were extracted twice with equal 
volumes (1:1 v/v) of ethyl acetate. The organic layers were 
evaporated to dryness in a rotary evaporator at 40 ± 1°C, the 
dry crude extracts were then dissolved in DMSO 50% and 
stored at 4 °C until used.9,10 

2.3.1. Screening assay for antimicrobial activity using 
disc diffusion method 

Ethyl acetate extract of  A. oryzae was tested against a panel 
of human pathogenic microorganisms including, five Gram 
positive bacteria, (Bcillus aureus ATCC10876, Staphylococcus 
aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus resistant to 
methicillin (SARM) ATCC43300, Listeria sp. and Enterococcus 
sp.), seven  Gram negative bacteria (Salmonella typhi  
ATCC14028, Escherichia coli  ATCC25922, Salmonella 
typhimirium  ATCC13311, Pseudomonas aeruginosa  
ATCC27853, Klebsiella  pneumonia  ATCC700603, Escherichia 
coli  resistant to a bactericide  ATCC35218, and  Salmonella 
entarica), and the yeast Candida albicans. Plates were 
prepared by spreading MHA and Sabouraud culture media 
by bacteria suspension 108 (Colony forming unit) CFU/mL 
and C.albicans 106 CFU/mL respectively, afterwards filter 
paper discs of 6 mm diameter were soaked with 20 μl of the 
fungal extracts and placed on the inoculated agar. The plates 
were then incubated at 37 °C, 24 h for bacterial isolates and 
48-72 h for the yeast.8 

Negative controls were prepared using the same solvents 
employed to dissolve the extracts. Antimicrobial activity was 
evaluated by measuring the zone of inhibition developed 
round the discs. Each assay in this experiment was 
performed in triplicate. 

 

2.3.2. Determination of the minimum inhibitory 
concentration (MIC) 

MIC is the lowest concentration that inhibits visible growth 
after time incubation period of 18-24 hours; here, its 
determination was made from the measurement of the 
turbidity induced by the growth of the studied germs.11 The 
MIC (µg/mL) of the crude extract of the fungus was 
determined using dilution method ELISA plate, where a 
series of two-fold dilutions (dissolved in DMSO up to 5% 
final DMSO concentration), were prepared in a 96 well-
sterile microplate. 100 μl of corresponding media (Muller 
Hinton Broth) MHB for the bacteria and PDB (Potato 
Dextrose Broth) for the yeast were added, then 100 µl of the 
diluted extract was introduced in each well. These dilutions 
were inoculated with 25 µl of a solution containing 6 x 107 
Colony Formatting Unit colony- forming unite per mL 
(CFU/mL) of bacterial suspension (Bcillus aureus 
ATCC10876, S. aureus ATCC25923, SARM ATCC43300, E. coli 
ATCC25922, P. aeruginosa ATCC27853, K. pneumonia, 
ATCC700603) and 7 x 107 CFU/mL of yeast suspension 
Candida albicans.12,8 The well-which used as a negative 
control was prepared using the inoculum alone. The 
microplate was incubated at 37 ◦C for 24 hour. The data was 
the mean of triplicates.13 

2.4. Antiviral activity essay 

Antiviral activity of A. oryzae extract was examined against 
Herpes simplex-2 (HSV-2), according to Anand et al.10 

method. Briefly, 60µl of HEp-2 monolayer cells (a type of 
human epithelial cell)  were grown in a plate of 96 wells and 
40µl of viral suspension, obtained by seven successive ten-
fold dilution in 2% FBS MEM (cow's serum / medium 
Minimum Basic), was added into five wells of microtiter 
plates (Four for antiviral, one as positive control and one 
without virus as negative control). The 96 well microplates 
were incubated at 37°C in 5% CO2 atmosphere for 60 
minutes to facilitate adsorption of virus to the cell line. The 
following concentrations of non-toxic fungal extracts of 40 
µg, 30 µg, 20 µg and 10 µg were diluted with 2% FBS, MEM 
and 100 µl of each concentration with the medium were 
transferred into the virus inoculated monolayer cell lines 
and reincubated at 37 °C temperature for 3-4 days to allow 
multiplication of virus and subsequent development of 
cytopathic effect (CPE). Each well was observed under 
Inverted microscope every day for presence or absence of 
cytopathic effect. The experiment was conducted under 
sterile conditions in duplicates. 

2.5. In vitro cytotoxicity test of A. oryzae extract in Caco-
2 cells and Raw 264 cells 

Cytotoxic activity of  A. oryzae extract in murine macrophage 
RAW 264 and human epithelial Caco-2 cells was performed 
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) assay. This test is indicative for 
mitochondrial NADH-dependent dehydrogenase activity, 
which is proportional to both cell viability and proliferation 
rates of treated cultures.14 Both cell lines used, RAW 264 and 
Caco-2, were provided by the Cell Culture Unit of the 
University of Granada (Granada, Spain) and cultured in RPMI 
Medium, supplemented with 10% heat-inactivated fetal 
bovine serum,  L-glutamine (2 mmol/L), penicillin (100 
units/mL) and streptomycin (1 mg/mL) in a humidified 5% 
CO2 atmosphere at 37 °C. Cells were seeded into 96 well 
plates at a density of 5 x 105 cells/well, grown until the 
formation of a monolayer, and thus incubated with different 
concentrations of the extract (50 and 100 μg/mL), not 
exceeding 1 % DMSO in content, for 24 h. Untreated and 
DMSO-treated cells were used as controls. The effect of the 
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extract on cell viability was checked with the CellTiter 96® 
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, 
Madison, WI, USA) following the manufacturer’s protocol [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] solution was added to each 
well and incubated for 1-4 h. The absorbance of the media 
was measured at 490 nm on a MRX Dynex microplate reader 
(Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA). The cellular 
viability was calculated from the absorbance value and 
compared with that of the untreated control cells. 

3. RESULTS 

3.1. Antimicrobial assay 

A. oryzae isolate was tested for its antimicrobial activity, by 
disc diffusion method, it showed strong effects against the 
species tested with an inhibition zone diameters  ranging 
from 17.66 mm to 26 mm, the largest of which was against P. 
aeroginosa, followed by ERBC with 25 mm, then B. aureus by 
24 mm, and  SARM by 23 mm. Meanwhile, there was no 
effect on the bacteria Listeria sp., Enterococcus sp and 
Salmonella entarica. As for the yeast, C.allbicans the isolate 
had a clear effect with 18 mm (Figure 1). 

- The results showed that the MIC was 7.28 µg / ml for B. 
aureus and P. aeruginosa and 21.85 µg / ml for C. albicans 
and other tested bacteria (Table). 

3.2. In vitro cytotoxicity assay  

Incubation of Caco-2 and RAW 264 cells with different 
concentrations of A. oryzae extract (50 and 100 µg/ml) for 
24 h, did not exhibit cytotoxicity as determined by MTT 
assay. In fact, the viability in treated cells reached similar 
values of those in untreated and DMSO-treated controls 
(Figure 2 and 3).  

3.3. In vitro antiviral assay 

The non-toxic concentrations of secondary metabolites of 40 
µg, 30 µg, 20 µg and 10 µg were used for anti HSV-2 study. 
The secondary metabolites of A. oryzae did not show any 
inhibitory effect on HSV-2 and the complete cytopathic effect 
were observed (data not shown).  
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Figure1: Antimicrobial activity of A. oryzae ethyl acetate 
extract expressed as diameter inhibition zone (mm) in disc 

diffusion method 

 

 

 

Table 1: Minimal inhibitory concentrations of A. oryzae ethyl acetate extract developed against a panel of bacteria and yeast 

Microorganisms E. coli K. pneumoniae S. aureus SARM C. albicans B. aureus P. aeruginosae 

MIC (µg/mL) 21.85±0.35 07.28±0.13 

 

 

Figure 2:  Effects of A. oryzae extract on nitric oxide production in RAW 264 cells. The experiments were performed three 
times. 
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Figure 3: Cytotoxicity test of A. oryzae extract in CaCo-2 cells. The experiments were performed three times  

 

4. DISCUSSION 

The marsh (very salty lakes) constitutes rare regions in the 
world that seem to be promoter environments to isolate 
fungi source of new antimicrobial molecules.15 Fungal 
derived natural products have foremost served as lead 
structures for the development of antibacterial and antiviral 
agents .16  

In the present study, the fungal extract achieved the most 
activity against P. aeruginosa, B. aureus, E. coli-resistant and 
S. aureus-resistant bacteria. These findings are consistent 
with Bhattacharyya and Jha17 in their study of the 
antimicrobial activity of A. niger against Bacillus subtilis and 
C. albicans yeast. Same results obtained by Al-fakih and 
Almaqtri3 when testing the antibacterial activity of A. oryzae 
extract on seven bacterial species. However, the inhibition 
diameter ranged between 10-17.3 mm and the minimal 
inhibitory concentration (MIC) was between 176-285 µg / 
ml. Comparing with our results, this suggests that the 
isolated strain is better and more effective. 

These results obtained are important since these bacteria are 
known to be pathogenic and resistant to many antibiotics, as 
they are responsible for hospital infections18, such as S. 
aureus which is considered to cause skin infections19, and B. 
aureus responsible of infections in many diseases, and causes 
food poisoning.20 

Both Penicilium and Aspergillus are known for their extensive 
production of the same metabolites with various biological 
activities, including antibacterial and antifungal activities.3 
However initially, the antibiotics produced by Aspergilli were 
called aspirgillin, but recent studies have found that A. oryzae 
is able to produce several secondary metabolites with 
antibiotic effect  such as aspergillormarasmine, cyclopiazonic 
acid (CPA), kojic acid, 3-nitropropionic acid, maltorizine, 
violacetin, whose production has been investigated only on 
barley extract as an antibiotic21, in addition to Asperfuran as 
an antifungal agent22, as well as CJ-17.665A isolated from A. 
ochraceus.3 

A. oryzae fungus belongs to the family of A. flavus, but it 
doesn’t produce aflatoxin23, however, some mycotoxins have 
been isolated from A. oryzae, including kojic acid, and β-
nitropropionic acid (BNP). ), and cyclopiazonic acid (CPA), 
and some researchers have reported that kojic acid has 
strong inhibiting activity against tyrosinase and anti-
bacterial activity, while recent studies have shown that kojic 
acid may be a possible carcinogen.24 Unlike Seshime25, it is 

believed that the fungus contains the gene responsible for 
producing aflatoxin toxins but is inactive due to mutations in 
some regulatory genes. Regarding toxicity, our results 
demonstrate that the isolate A. oryzae has non-toxic effect. In 
fact, incubation of both murine macrophage RAW 264 and 
human epithelial Caco-2 cell lines with different 
concentrations of the extract for 24 hours did not affect cell 
viability.  These results are consistent with the study of  Sosa 
et al.26, who found that the fungus did not produce aflatoxin 
B1, B2, G1 , G2 as well as ochratoxin.  As a result, A. oryzae is 
a safe fungus and was listed as “Generally Recognized as 
Safe” by the Food and Drug Administration (FDA), and its 
safety was supported by the World Health Organization 
(WHO).24 Fungal strains used in industrial biotechnology 
have a long and documented history of a safe use of food and 
feed applications. Strains of A. niger and A. oryzae species 
have been used to ferment food for more than two thousand 
years and to manufacture food enzymes for more than 50 
years. Regulatory authorities consider hundreds of enzymes 
produced in these species safe.27 

The fact that the studied isolate extract possesses an 
antimicrobial property and its non-toxicity to the host cells 
becomes very necessary especially when it is used to prepare 
sterile or antiseptic substances or integrate it as one of the 
chemical components.28 

CONCLUSION 

From the above study, it is concluded that A. oryzae extract 
showed an antimicrobial activity against sensitive and 
resistant pathogenic microorganisms. Thus, it is of great 
importance in the treatment of pathologies associated with 
them because these strains exhibit high resistance to the 
antibiotics used in current therapeutic applications. 
However, to value this work it is necessary to follow it with 
purification and application in vivo of these bioactive 
substances, especially for its non-toxicity, so this isolate can 
be exploited for production of new pharmacological and 
biotechnological agents. 
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