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المجلة العلمية لجامعة الملك فيصل )العلوم الأساسية والتطبيقية(                                     المجلد العشرون - العدد الأول - يونيو 2019م - )1440هـ)

  Rhizomucor miehei ت�أثير ترطيب و�سط التخمر بال�شر�ش والمولا�س على �إنتاج الرينين بو�ساطة فطر
با�ستخدام تخمرات الحالة ال�صلبة

هذيل عبد الرزاق الأحمد الجماس وحسان الفتحي و وليد الخلف
قسم علوم الأغذية، كلية الزراعة، جامعة الفرات، دير الزور، سوريا

البحث مستل من رسالة ماجستير للباحث الأول

استلام 2 مايو 2017م - قبول 27 مارس 2018م

الملخص 
تقـدم هـذه الدراسـة البديـل الفطري الطبيعـي للمنفحة البقرية مكلفة الإنتـاج لتغطية احتياجـات صناعة الأجبان المتزايـدة محليَّا وعالميًّا، 
كما تبحـث في حركـة التفاعلات في أنظمـة التخمـر بهـدف أَمْثَلَـة عمليـة التخمـر واسـتخدام المخلفـات الصناعيـة في الإنتـاج الإنزيمي. 
تـم البحـث في تأثري ترطيـب وسـط التخمـر بعوامـل مختلفـة على إنتـاج الرينين مـن فطـر  Rhizomucor miehei في وسـط تخمـر صلب 
اسـتخدمت فيـه نخالـة القمـح كمادة أسـاس، حيـث تم ترطيب وسـط النمـو بمحلول معـدني حمضي مغـذي، )الشرش، والمـولاس( كل 
واحـد على حـدة، وأنجـز الاسـتنبات لمـدة أربعـة أيـام بنسـبة ترطيـب 60% وفي درجـة حـرارة c̊  37 . وتـم قيـاس المحتـوى البروتينـي، 
 ،Proteolytic Activity (PA) النشـاط النوعـي، نشـاط تحلـل البروتين ،Milk Clotting Activity (MCA) نشـاط تخثـر الحليـب
نسـبة نشـاط تخثـر الحليب/نشـاط تحلـل البروتين (MCA/PA) للمسـتخلص الإنزيمي الناتـج لتقييم جـودة الإنزيم. وأظهـرت النتائج 
أن الترطيـب بالرشش أعطـى مسـتخلصًا إنزيميًّـا بقيـم (PU/mL, 156.6 SU/mg, SU/mL 940, 6 mg/mL 67 ,14) للمحتـوى 
 780, 5 mg/mL) على التوالي مقارنة مـع (MCA /PA) البروتينـي، نشـاط تخثـر الحليب، النشـاط النوعي، نشـاط تحلل البروتين، ونسـبة
PU/mL, 154 SU/mg, 724 SU/mL, 4.7 mg/mL( ،)13.4, 58 PU/mL, 156 SU/mg, SU/mL 59 ,12.2( لكل من المحلول 

المعـدني المغـذي والمـولاس على التـوالي. مما يظهـر نجاعة اسـتخدام الرشش في صناعـات التخمر.  
الكلمات المفتاحية: تخمرات الحالة الصلبة، رينين، صناعة الجبن، فعالية إنزيمية، مخلفات صناعية، نخالة القمح.

المقدمة
ــن  ــة الجب ــن( في صناع ــة )الرين ــم المنفح ــتخدم إنزي يس
وهــو إنزيــم البروتيــاز الحامــي، يظهــر تأثــر البروتياز 
ــن:  ــال مرحلت ــب خ ــر الحلي ــة تخث ــي في عملي الحام
ــا  ــن مائيًّ ــل الكازئ ــة يُلَ ــة الأولى أو الإنزيمي في المرحل
بوســاطة الرينــن لينتــج الباراكازئــن الــذي يشــكل 
لاحقًــا الخثــرة في المرحلــة الثانيــة )غــر الإنزيميــة(، 
يتــم اســتخلاص الإنزيــم المخثــر للحليــب مــن المعــدة 
المســتخلص  ويدعــى  الرضيعــة  للعجــول  الرابعــة 
بالمنفحــة Rennet أمــا ناتــج تنقيتــه بمكوناتــه النشــطة 
 (Osintsev and الكيموزيــن  أو  بالرينــن  فيدعــى 
(Qvsit, 2003; Yegin, 2011، وحســب تصنيــف 
الإنزيــات بوســاطة الاتحــاد العالمــي للكيميــاء الحيويــة 
 The International Union والبيولوجيــة الجزيئيــة 
 of Biochemistry and Molecular Biology

هــو:  (IUBMB, 2013)
Rennin; EC 3.4.23.4; aspartyl proteinase 
(IUBMB Enzyme Nomenclature)
ــن خــال الســنوات  ــد للجب ــاج العالمــي المتزاي إن الإنت
الأخــرة بالارتبــاط مــع نقــص إنتــاج المنفحــة البقريــة 

ــة  ــة، هــذه الحال أدى إلى ارتفــاع ســعر المنفحــة التقليدي
ــب  ــر الحلي ــات لتخث ــن إنزي ــث ع ــى البح ــزت ع حف
الإنزيــات  اســتعملت  بديلــة؛ حيــث  مــن مصــادر 
المســتخلصة مــن مصــادر حيوانيــة ونباتيــة كبدائــل، 
إلى  بالإضافــة  مناســبتها،  عــدم  معظمهــا  وأثبتــت 
واســعًا  قبــولاً  لاقــت  التــي  الميكروبيــة  المصــادر 

.(Tiwari, 2003)
إنزيــات  الدقيقــة  الأحيــاء  مــن  العديــد  يعطــي 
البروتيــاز إلا أنهــا لا تصلــح كبدائــل للمنفحــة؛ إذ إنهــا 
تعطــي تحلــاً زائــدًا للبروتــن، تركــزت الدراســات 
عــى بعــض الأنــواع مــن البكتيريــا والفطريــات، ويعــد 
البروتيــاز البكتــري غــر مناســب بســبب الفعاليــة 
الاســتخدام  وانحــر  للبروتــن،  المحللــة  العاليــة 
مؤخــرًا عنــد ثــاث ســالات فطريــة لإنتــاج المنفحــة 

الميكروبيــة هــي:  
Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus, 
and Endothia parasitica (Thakur et al., 
1990; Kazemi-Vaysari, 2002; Silveira et al., 
2005; Khademi, 2013).
 Rhizomucor miehei فطــر بروتيــاز  يمتــاز 
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يقــوم  إذ  البقريــة؛  للمنفحــة  مشــابهة  بخصائــص 
كازئــن كابــا  سلســلة  في  نفســها  الرابطــة   بفصــل 
الكيموزيــن  يقــوم  التــي   Phe105 - Meth106
بتفكيكهــا وهــو البديــل المفضــل للمنفحــة البقريــة 

.(Tiwari, 2003)
يســتخدم في معامــات التقانــة الحيويــة نوعــان مــن 
 Solid-State التخمــرات: تخمــرات الحالــة الصلبــة 
ــة  ــواد صلب ــى م ــم ع ــي تت Fermentation (SSF) وه
انخفــاض  عــدم  بــرط  الحــر  المــاء  بغيــاب  رطبــة 
الرطوبــة عــن حــد معــن، وتخمــرات الحالــة الســائلة أو 
المغمــورة Submerged Fermentation (SmF) ويتم 
ــج  فيهــا التخمــر في وســط ســائل للحصــول عــى نوات
ــاج إلى  ــي تحت ــاء الت ــبة للأحي ــي مناس ــتقلاب، وه الاس
رطوبــة مرتفعــة كالبكتيريــا، وتســتهلك فيهــا مــواد 
الوســط بسرعــة، لــذا فهــي تحتــاج إلى إضافــة واســتبدال 
 (Subramaniyam and مــواد الوســط بشــكل مســتمر
(Vimala, 2012، أجريــت الأبحــاث ســابقًا حــول 
 Rhizomucor miehei فطــر  مــن  البروتيــاز  إنتــاج 
طريقــة  وهــي  المغمــورة،  التخمــرات  باســتخدام 
مكلفــة وتحتــاج إلى تجهيــزات أكثــر تعقيــدًا. اتجهــت 
الدراســات مؤخــرًا إلى إنتــاج البروتيــاز مــن هــذا الفطــر 
بوســاطة تخمــرات الحالــة الصلبــة، وهــي طريقــة ســهلة 
ــم  ــاج الإنزي ــاص لإنت ــكل خ ــبة بش ــة ومناس واقتصادي
الفطــري، حيــث إن مــواد التفاعــل رخيصــة ومتوفــرة 
ا، وأغلــب المــواد الأوليــة لا تحتــاج إلى  ومركــزة جــدًّ
تعقيــم لانخفــاض إمكانيــة التلــوث الميكــروبي بســبب 
ببــطء  المــواد  فيهــا  وتســتهلك  الرطوبــة،  انخفــاض 
وبشــكل تدريجــي، لــذا يمكــن اســتخدامها لفــرة تخمــر 
طويلــة، ولا تحتــاج المــواد المســتعملة إلى خلــط مســتمر 
ــيطة،  ــا بس ــة فيه ــات التهوي ــس، وعملي ــداث تجان لإح
ولا تحتــاج إلى تقنيــة متطــورة، وهــي أقــل احتياجًــا 
 ;1990 أقــل )الخفاجــي،  للطاقــة وتشــغل مســاحة 

.(Subramaniyam and Vimala, 2012
تســتخدم في معامــات التقانــة الحيويــة مــواد خــام 
طبيعيــة أو مخلفــات قابلــة للتدويــر مثــل الليغنــن، 
القطــن،  الأرز،  طحــن  القمــح،  طحــن  النخالــة، 
مــولاس  الصويــا،  دقيــق  الخمــرة،  مســتخلص 
للتفاعــل  كمــواد  والســيللوز  النشــاء  الشــوندر، 

.(Khademi et al., 2013)
ــي  ــاج الصناع ــدًا للإنت ــارًا جي ــح خي ــة القم ــد نخال تع
 %16 كربوهيــدرات،   %  65 تحتــوي  إذ  للإنزيــم؛ 
بروتــن، كالســيوم، حديــد، مغنيزيــوم، فوســفات، 

وفيتامينــات زنــك،  صوديــوم،   بوتاســيوم، 
 United state( والليبيــدات ،(B1, B2, B3, E, K)
 ،(department of Agriculture National, 2016
ــكل  ــبة بش ــي مناس ــا، وه ــص ثمنه ــة إلى رخ بالإضاف
 (Singhania et al., خــاص لإنتــاج الإنزيــم الفطــري

.2010)
رغــم الاســتعمال الواســع لتخمــرات الحالــة الصلبــة لا 
ــات في  ــة التفاع ــول حرك ــة ح ــات كافي ــر معلوم تتوف
نظــام التخمــر؛ لصعوبــة قيــاس عوامــل النمــو وتحليــل 
النمــو الخلــوي وتحديــد اســتهلاك مــواد التفاعــل، 
بســبب الطبيعــة المتنوعــة لمــواد التفاعــل ذات البنيــة 
ــا، فالعوامــل التــي تــؤدي إلى  المعقــدة غذائيًّــا وبنيويًّ
فالإكثــار  لــذا  تمامًــا،  مفهومــة  غــر  عاليــة  إنتاجيــة 
 (Sato and والعمليــة المثــى تبقــى إســراتيجية تجريبيــة

.Sudo, 1999; Krishna, 2005)
ا  ــان نحــو 115 مليــون طــن ســنويًّ تحــرر صناعــة الأجب
مــن الــرش يصــب 47 % منهــا في الأنهــار والمجــاري 
الأحمــاض  مــن  العاليــة  التراكيــز  وبســبب  المائيــة، 
العضويــة للــرش فــإن تراكيــز الأكســجين المســتهلك 
 Biological Oxygen Demand (BOD) ــا  حيويًّ
 Chemical Oxygen والأكســجين المســتهلك كيميائيًّا
 (40000–60000 إلى  تصــل   Demand (COD)
التــوالي  عــى   (50000-80000 mg\L)و  mg/L)
 CODو BOD (Canli, 2005)، كــا تصــل تراكيــز 
و-85000)  (42000-51000 mg\L) للمــولاس إلى
(Chaudhary et al., 2013) ممــا   100000 mg\L)

ــرة. ــة خط ــاكل بيئي ــبب مش ــد يس ق
إن أحــد طــرق اســتثمار وتخفيــف هــذه الفضــات هــو 
اســتخدامها في الإنتــاج الإنزيمــي، وتعــد أوســاط نمــو 
ــة  ــة غذائي ــواد بقيم ــذه الم ــاز ه ــا تمت ــن ك ــة الثم رخيص
عاليــة؛ إذ يحتــوي الــرش عــى 5% كربوهيــدرات 
وخاصــة اللاكتــوز و 0.76 % بروتينــات بالإضافــة 
 (Ca, Fe, Mg, P, K, Na, Zn) للأمــاح المعدنيــة
 (C, B1, B2, B3, B6, B12, B9, والفيتامينــات 
ــدرات كــا  A، ويحتــوي المــولاس عــى 75 % كربوهي
  Ca, Mg, Fe, P, K,( ــة ــوي عــى الأمــاح المعدني يحت
  (B1, B2, B3, B6) بالإضافــة للفيتامينــات (Na, Zn

.(USDA, 2016)
ونظــرا لأهميــة الموضــوع في الإنتــاج الإنزيمــي أجــري 
هــذا البحــث لبيــان تأثــر عوامــل ترطيــب وســط 
فطــر  مــن  الرينــن  إنتــاج  عــى  المختلفــة  التخمــر 
عائــد  أكــر  إلى  للوصــول   Rhizomucor Miehei
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إنزيمــي. ونشــاط 

المواد وطرق العمل
الدراســة في مخابــر  أجريــت  البحــث:  تنفيــذ  مــكان 
قســم علــوم الأغذيــة بكليــة الزراعــة- جامعــة دمشــق 

و1/11/2016.  15/9/2016 بــن  الفــرة  في 

المواد التجريبية
- ــة  	 ــالة الفطري ــتخدمت الس ــتخدم: اس ــر المس الفط

التــي   Rhizomucor Miehei (NRRL 3420)
تــم الحصــول عليهــا مــن مركــز الثــروة الميكروبيــة 
جامعــة  الزراعــة،  كليــة   ،)Cairo MIRCEN(
عــن شــمس، القاهــرة. نُشِــطت الســالة الأصليــة 
البطاطــا  مــن  وســط  في  وحُفظــت  المجفــدة 
والدكســروز والآجــار بشــكل مائل داخــل أنابيب 
ــا  ــم تجديده ــرارة c̊ 4 ، وت ــة ح ــد درج ــار عن اختب

أســبوعين. كل 

- الأوساط الزرعية:	
 Potato ــار ــروز والآج ــا والدكس ــتخلص البطاط مس

 Dextrose Agar
 -MERCK الجاهــز من شركــة PDA اســتخدم وســط

ألمانيــا، لحفــظ وتنشــيط الســالة الفطرية.

وسط تحضير اللقاح )المزرعة الأم(:
ــاق  ــة في أطب ــب المائل ــوظ في الأنابي ــر المحف ــح الفط لق
بــري mm 90 تحتــوي عــى(mL PDA 20)  وحضــن 
ــم الحصــول عــى  ــام، وت ــد درجــة c̊  37  لمــدة  4 أي عن
اللقــاح بخــدش ســطح الآجــار بوجــود mL 40 مــن 
المــاء المقطــر والمعقــم لنحصــل عــى معلــق للأبــواغ 
ــم عدّهــا بوســاطة  ــارب 106 بوغــة/ mL ت بتعــداد يق
 .Neubauer chamber (Marienfeed- Germany)

وسط التخمر
رئيــس  كمصــدر  القمــح  نخالــة  فيــه  اســتخدمت 
للكربــون، وتــم تحضــر mL 100 مــن محلــول ملحــي 

:(g/L)معــدني حمــي يحــوي
ZnSO4. 7H2O: 0.07, MgSO4. 7H2O: 0.07, 
CuSO4. 7H2O: 0.07, FeSO4: 0.09; 0.2 N HCl.
ــذ  ــم أخ ــول إلىL 1 ، وت ــذا المحل ــن ه ــدد mL 10 م م
mL 60 مــن المحلــول الأخــر لترطيــب g 100 مــن 

نخالــة القمــح الخــام )برطوبــة بدائيــة 10-8 %(، كــا 
اســتخدم الــرش والمــولاس كل واحــد عــى حــدة 
بنســبة  المعامــات  لباقــي  القمــح  نخالــة  لترطيــب 
وقــد  المعــدني،  المحلــول  عــن  (V/W 60%)بديــاً 
اســتخدم المــولاس الناتــج عــن صناعــة تكريــر الســكر 
ــى  ــول ع ــم الحص ــا ت ــص( ك ــكر حم ــة س ــام )شرك الخ

ــاء.  ــن البيض ــة الجب ــات صناع ــن مخلف ــرش م ال
 Erlenmeyer  20 من النخالة المرطبة في دورق g وزع
وعقمــت  بالقطــن  الــدوارق  ســدت   ،250 mL
 (Thakur et 20 min  لمــدة  121 ̊c بالأوتــوكلاف 
 ،al., 1990; Kazemi - Vaysari et al., 2002)
وبعــد التبريــد حقنــت الــدوارق تحــت ظــروف معقمــة 
ــة  ــكل g 1 نخال ــة ل ــدل 106 بوغ ــواغ بمع ــق الأب بمعل
ــة  ــدة أربع ــر لم ــم التخم (Silveira et al., 2005). ت
.37  ̊c ــرارة ــة ح ــب 60 % في درج ــبة ترطي ــام بنس أي

طرائق التحليل
- استخلاص وتنقية الإنزيم: 	

 (4  ̊c) 100 ماء مقطــر mL بعــد إتمــام التخمــر أضيفــت
إلى وســط النمــو ووضعــت الــدوارق على هــزاز دوراني 
ــرارة  ــة ح ــد درج ــدة عن ــاعة واح ــدة س (rpm 180) لم
c̊  10-4 ، تــم فصــل الوســط الصلــب والميســيليوم 
ترشــيح  ورق  باســتخدام  بالترشــيح  المحلــول  عــن 
المحلــول  ولتصفيــة   ،(Whatman paper No1)
الإنزيمــي عــرض للطــرد المركــزي (rpm 6000) عنــد 
c̊  4 لمــدة min 20 واعتــر الجــزء الطــافي هــو الجــزء 
الحــاوي عــى الإنزيــم، حيــث رشــح  وحفــظ بحــرارة 

(Sumantha et al., 2006) 8-10  c̊
-  تحديد المحتوى البروتيني: 	

 (Lowry حــدد المحتــوى البروتينــي باســتخدام طريقــة
(et al., 1951 باســتخدام كاشــف فولــن فينــول.

-  تحديد النشاط الإنزيمي:	
تبعًــا  تحديــده  تــم   :(MCA) الحليــب  تخثــر  نشــاط 
وعــر   (Arema and Iwasaki, 1970( لطريقــة 
 Soxhlet Unit (SU): عنهــا بوحــدة سوكســليت  
ــن  ــر mL 1 م ــي تخث ــم الت ــة الإنزي ــا كمي ــرف بأنه وتع
ــود في 10  ــب مقش ــل )10% حلي ــادة التفاع ــول م محل
عنــد   40 min خــال  الكالســيوم(  كلوريــد   mM

.35  ̊c درجــة حــرارة
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(Proteolytic Activity) نشاط تحلل البروتين
تــم تحديــده بتقديــر هضــم الكازئــن تبعًــا لطريقــة 
ــث يضــاف mL 1 مــن الراشــح  Kunitz (1947) حي
ــول  ــن )1 % في M 0.1 محل ــي إلى mL 1 كازئ الإنزيم
منظــم فوســفاتي pH 6.7، Sorensen(، ويحضــن عنــد 
 3 mL 20، ثــم يضــاف min 35 لمــدة  ̊c درجــة حــرارة
 (TCA) %5  مــن محلــول ثلاثــي كلــورو حمــض الخــل
لإيقــاف التفاعــل، ويحــر محلــول الشــاهد بالطريقــة 
التفاعــل  محلــول  إلى   (TCA) إضافــة  عــدا  نفســها 
قبــل إضافــة المحلــول الإنزيمــي، وتــرك المحاليــل 
تنبــذ  ثــم   ،25  ̊c درجــة حــرارة  عنــد  لمــدة ســاعة 
بسرعــة rpm 5000 لمــدة min 10 عنــد درجــة حــرارة 
c̊  10، ويتــم قيــاس امتصــاص الضــوء للمحلــول 
 280 موجــة  طــول  عنــد   (Supernatant) الرائــق 
النشــاط  المطيــاف الضوئــي، ويقــدر  باســتعمال   nm
الإنزيمــي بوحــدة بروتيــاز (PU) وهــي الفعاليــة التــي 
تســبب زيــادة بامتصاصيــة الضــوء عنــد طــول موجــة 
nm 280 بمقــدار درجــة واحــدة في الدقيقــة تحــت 

ــاس. ــروف القي ظ

وحــدات  عــدد  وهــو  للإنزيــم:  النوعــي  النشــاط 
بروتــن.    mg لــكل  الإنزيميــة  الفعاليــة 

- ــة 	 ــب المختلف ــر عوامــل الترطي دراســة تأث
لوســط التخمــر: 

اسـتخدم الرشش والمـولاس والمحلول المعـدني المغذي 
لترطيـب وسـط التخمـر بشـكل منفصـل، وتـم ضبـط 
العوامـل البيئيـة المؤثـرة على عمليـة الإنتـاج )الحـرارة، 
نسـبة الرطوبة، pH( بقيم تقارب ما جاء في الدراسـات 
 (Thakur et al., 1990; Preetha and المرجعيـة 
 Boopathy, 1994; Silveira et al., 2005; Foda et
(al., 2012; Khademi et al., 2013 ، حيـث أنجـز 
الاسـتنبات في حاضنـة عنـد درجـة حـرارة c̊   37  لمـدة 
أربعـة أيـام مـن بـدء التلقيـح وتـم قيـاس كميـة الإنزيـم 

ونشـاطه لـكل معاملـة لاختيـار المحلـول الأمثل.

- التصميم والتحليل الإحصائي:	
صممــت التجــارب بواقــع ثــاث مكــررات لــكل عينة 
ــج  ــة النتائ ــل كاف ــم تحلي ــطات، وت ــا بمتوس ــر عنه وع
واختبــار   (ANOVA) التبايــن  تحليــل  عــى  اعتــادا 
أقــل فــرق معنــوي LSD عنــد مســتوى معنويــة 0.01 

.IBM SPSS Statics 21  باســتخدام برنامــج

النتائج والمناقشة
يوضــح الجــدول )1( كلًا مــن المحتــوى الإنزيمــي، 
النوعــي  النشــاط   ،(MCA) الحليــب  تخثــر  نشــاط 
ونســبة   ،(PA) البروتــن  تحلــل  نشــاط  للتخثــر، 
عــن  الناتــج  الإنزيمــي  للمســتخلص   (MCA/PA)
عمليــة التخمــر بعــد الترطيــب بالعوامــل المختلفــة.

جدول )1(: تأثير ترطيب وسط التخمر بمحاليل مختلفة على الإنتاج الإنزيمي

المحتوى الإنزيمي محلول  الترطيب
(mg/mL(

 نشاط تخثر الحليب
MCA (SU/mL)

النشاط النوعي 
)SU/mg)

نشاط تحلل البروتين 
PA )PU/mL(

نشاط التخثر/ نشاط 
)MCA/PA) التحلل

a b 5.0a b 780a 156.0a 58a 13.4محلول معدني مغذي

a 6.0a 940a 156.6b 67a 14.0الشرش

b 4.7b 724 a 154.0ab 59a 12.2المولاس

LSD 0.011.2180.124.68.181.89

ا عند مستوى معنوية )0.01(. * القيم في العمود الواحد التي تحمل الأحرف نفسها لا تختلف معنويًّ

كان ترطيــب وســط التخمــر بالمــولاس أقــل تأثــرًا 
وظهــر  الإنزيمــي،  والنشــاط  الإفــراز  زيــادة  عــى 
بقيــم  معنــوي  بشــكل  الأخــرى  المعامــات  تفــوق 
المحتــوى الإنزيمــي، والترطيــب بالمحلــول المعــدني 
المــؤشرات عنهــا  لباقــي  أكــر  قيــاً  المغــذي أعطــى 

عنــد اســتخدام المــولاس، لكــن لم تكــن هنــاك فــروق 
بالزيــادة.  واضحــة  معنويــة 

غري قـادر على تمثيـل   Rhizomucor miehei الفطـر 
السـكروز، ولإضافـة التراكيز العالية من السـكروز إلى 
 (Schipper, وسـط النمو أثر سلبي على النمو الفطري
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تحليـل  على  مركـزًا  الفطـر  نشـاط  كان  ربما   ،1978)
النسـبة العاليـة مـن السـكروز في المـولاس للحصـول 
 Silveira et al. (2005) على الجلوكـوز، فقد حصـل
على إنتـاج إنزيمـي منخفـض عنـد اسـتخدام المـولاس 
والسـكروز كوسـطين للتخمـر السـائل لإنتـاج الرينين 
مـن Rhizomucor miehei  وأشـار إلى محاولـة الفطـر 
لتحليـل المصـدر الكربـوني للحصـول على الجلوكـوز 

للحـث على اصطنـاع الإنزيـم.
ــون في الوســط أدت  ــة مــن الكرب ــز العالي أو أن التراكي
إلى اتجــاه العمليــات الاســتقلابية نحــو تكويــن الكتلــة 
أن  إلى  بالإضافــة   ،(Seker et al. 1999) الخلويــة 
تكويــن الأحمــاض العضويــة بــدءًا مــن الكربوهيــدرات 
يغــر مــن pH الوســط مــا يؤثــر عــى إنتــاج الإنزيــات.
ــط  ــة في وس ــة المتنوع ــاصر المعدني ــود العن ــا أن وج  ك
التخمــر هــو ضروري للإنتــاج المثــالي للبروتيــاز حيــث 
عنــاصر إضافــة  أن   Sathya et al. (2009)  وجــد 
ــم  ــاج إنزي ــن إنت ــو زاد م ــط النم Mg, Ca, Cu إلى وس
 ،Rhizomucor circinelloides تخثــر الحليــب مــن 
وهــذا مــا أشــار إليــه Foda et al. (2012) حــول 
عــن  المعــدني  بالمحلــول  الترطيــب  نتائــج  تفــوق 

بالمــولاس.  الترطيــب 
لقـد بلـغ كلٌّ من المحتـوى الإنزيمي، النشـاط النوعي، 
الترطيـب  عنـد  قيمـة  أعلى   )MCA/PA) ونسـبة 
الفـروق المعنويـة لقيـم المحتـوى  بالرشش، وظهـرت 
الرشش  اسـتخدام  بين  التخثـر  ونشـاط  الإنزيمـي 
والمـولاس، ولم تظهـر فروقـات معنويـة بين اسـتخدام 
الرشش والمحلـول المعـدني المغـذي لجميـع المـؤشرات 

لكـن كانـت هنـاك زيـادة حاصلـة في جميـع القيـم.
لقد أشــار Amer et al. (2015) إلى نجاعة اســتخدام 
الــرش كوســط رئيــس للتخمــر لإنتــاج الرينــن مــن 
Rhizomucor miehei، وفي دراســة أخــرى لاحــظ 
تفــوق   Tubesha and Al-Delaimy (2003)
اســتخدام الــرش لترطيــب وســط التخمــر عــن كلٍ 
ــاج  ــر لإنت ــاء المقط ــذي والم ــدني المغ ــول المع ــن المحل م

 . Mucor J20 الرينــن مــن الســالة
يحتــوي الــرش عــى اللاكتــوز كمصــدر للكربــون كــا 
يحتــوي على العنــاصر المعدنيــة الضرورية للاســتقلاب، 
ــذي  ــدة، وال ــبة جي ــن بنس ــى الثيام ــا ع ــوي أيضً ويحت
 Rhizomucor  ــر ــو الفط ــيًّا لنم ــرًا أساس ــكل عن يش

.)Schipper, 1978(  miehei
للمحتـوى  قيمـة  أكرب  أن  الدراسـة  هـذه  أظهـرت 

ونسـبة  النوعـي،  النشـاط  التخثـر،  نشـاط  البروتينـي، 
(MCA/PA) تـم الحصـول عليهـا عنـد ترطيب وسـط 
940 SU/ ،6 mg/mL التخمـر بالرشش حيث بلغـت
يظهـر  ممـا  التـوالي،  على   14 ،156.6 SU/mg  ،mL
الناتـج عـن صناعـة  الرشش  إمكانيـة الاسـتفادة مـن 
الجبـن في صناعـات التخمـر الـذي يعـد وسـطًا غذائيًّـا 
غنيًّـا ومنخفـض التكلفـة؛ حيـث أثرت عمليـة ترطيب 
الإنزيمات  إنتـاج  على  إيجابًـا  بالرشش  النمـو  وسـط 
ونشـاطها، ممـا يزيـد مـن الإنتاجيـة ويقلـل مـن التكلفة 
بالإضافـة إلى خفـض التلـوث والحفـاظ على البيئـة. 

 (MCA) إن نشـاط تخثر الحليب المرتفـع للإنزيم الناتج
والقيمـة المنخفضة لنشـاط تحلـل البروتين (PA) يظهر 
أن الإنزيمات المنتجـة ملائمـة لصناعـة الجبـن ويمكـن 
اعتبارهـا بديلاً مناسـبًا للمنفحـة البقريـة، ويمكـن أن 
المسـتخلصة مـن  التجـاري للإنزيمات  يكـون الإنتـاج 
للكلفـة  نظـرًا  مجديًـا   Rhizomucor miehei فطـر 

المنخفضـة والفعاليـة المرتفعـة. 
عليهــا  الحصــول  تــم  التــي  النتائــج  عــى  واعتــادًا 
نــوصي باســتخدام الــرش لدعــم وســط التخمــر 
لإنتــاج الرينــن مــن فطــر Rhizomucor miehei  وفي 
ــذه  ــن ه ــوصي بتمك ــرى، ون ــر الأخ ــات التخم صناع
ــدة  ــن المتزاي ــة الجب ــات صناع ــم احتياج ــة لدع الصناع

ــا. ــا وعالميًّ محليًّ
وينبغــي إجــراء مزيــد مــن الدراســات حــول جــدوى 
ــة  ــة مــن المخلفــات الزراعي ــواع المختلف اســتخدام الأن
ــة  ــول طريق ــة ح ــراء دراس ــوصي بإج ــة. ون والصناعي
الاســتخلاص والتنقيــة الأنســب للإنزيــم الناتــج، كــا 
ينبغــي إجــراء دراســات كيميوحيويــة تتضمــن دراســة 
 Rhizomucor بنيــة وتركيــب الإنزيــم الناتج عــن فطــر

.miehei
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ABSTRACT
This paper introduces the natural fungal substitute of the calf rennet that is highly cost production to fulfill the 
requirements of increasing cheese production locally and internationally, and investigates in the interactions 
movement in the fermentation systems with the aim of optimization of fermentation process and the utilization of 
industrial waste material in the production of enzymes. 
 Investigations have been carried out on the effect of fermentation medium moistening with different agents 
on rennin production from fungi Rhizomucor miehei  in solid fermentation medium, wheat bran was used as a 
substrate, the fermentation medium was moisturized with acidic mineral solution, whey, and molasses separately,  
cultivation was carried out with 60% moisture content at 37 oC. The protein content, milk clotting activity (MCA), 
specific activity, protelytic activity (PA), and (MCA/PA) ratio of the extracted enzyme were calculated to evaluate 
the quality of  the enzyme. results showed that moistening with whey gave extracted enzyme with values (6 mg/
mL, 940 SU/mL, 156.6 SU/mg, 67 PU/mL, 14) for the protein content, milk clotting activity, specific activity, 
proteolytic activity, and (MCA/PA) ratio respectively, comparing with (5 mg/mL, 780 SU/mL, 156 SU/mg, 58 
PU/mL, 13.4), and (4.7 mg/mL, 724 SU/mL, 154 SU/mg, 59 PU/mL, 12.2) for mineral solution and molasses, 
respectively, which shows the efficacy of  using whey in fermentation processes. 

Key Words: Cheese manufacture, Enzyme activity, Industrial residue, Rennin, Solid-State Fermentation, Wheat 
bran.


