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تقنيات الأنزيمات (إنتاجها، استخلاصها، تنقيتها، استخداماتها التطبيقية) :


تحدث معظم التفاعلات الكيميائية التي تتم في الخلايا الحية ببطيء شديد في حالة عدم وجود مواد مساعدة بيولوجية يطلق عليها اسم الأنزيمات Enzymes. ولتتماشى مع احتياجات الحياة تعمل الأنزيمات على تعجيل سرعة التفاعلات وبهذا تمكن الخلية من الحصول على احتياجاتها من الطاقة وتخليق الجزيئات التي تتكون منها الخلايا وتحلل وتطرد مخلفاتها الناتجة. مثال: الخطوة الأولي لعملية الكلايكوليسس Glycolysis (طريق ايضي يحول سكر الكلوكوز إلى طاقة كيميائية) تتم بمساعدة الأنزيم Hexokinase. يعمل الهيكسوكاينيز على تسريع تفاعل تحويل الكلوكوز إلى كلوكوز -6- فوسفات، بمقدر ألف مليون مرة 1000.000.000. و للأنزيمات تطبيقات واسعة في التقنية الحيوية إذ تستعمل في الصناعات الغذائية مثل تصنيع الجبن والمحليات، وفي الصناعات الكيميائية والصيدلانية لتخليق الأحماض الأمينية والمضادات الحياتية.

الإنتاج التجاري للأنزيمات الميكروبية:
على الرغم من ان اكثر من 2000 إنزيم معروف لحد الآن إلا انه بحدود خمسين إنزيما تنتج تجاريا بكميات كبيرة بعضها ينتج من الأنسجة الحيوانية والنباتية وغالبيتها ذا اصل مايكروبي. و أفضلية استخدام الميكروبات في صناعة الإنزيمات ترجع لأسباب عدة منها:

· سرعة نمو الميكروبات وتكوينها الإنزيمات.
· يمكن استخدام مواد خام رخيصة جدا مما يخفف تكلفة إنتاج الإنزيمات.
· تتمكن الميكروبات من استخدام مواد خام متعددة لا يخلو بلد منها ولهذا أي بلد يمكن ان ينشأ صناعة إنزيمية ميكروبية.
· بسهولة وبسرعة يمكن الكشف عن آلاف الميكروبات والحصول على ميكروبات منتجة للأنزيمات.
· يمكن زيادة إنتاج الإنزيمات بسهولة التحكم بالظروف البيئية وبوسط التخمر.
· أمكن الحصول على سلالات ميكروبية باستخدام الطرق الوراثية ذات إنتاجية عالية للأنزيمات.
· بالطرق الوراثية يمكن توجيه الميكروبات الى المنتج بالطريق الذي نرغب به لانتاج إنزيم معين.
لقد توجهت دراسات مكثفة خلال ربع القرن الاخير على انتاج الانزيمات من مصادر الاحياء المجهرية خاصة الانزيمات الخارجية Extracellular enzymes ولهذا التوجه دوافع تقنية واقتصادية بالنسبة لانتاج الأنزيمات من تلك المصادر. وبالرغم من انتاج الانزيمات الخارجية من الاحياء المجهرية على نطاق تجاري، لم تحض الأنزيمات الداخلية Intracellular enzymes بمثل هذا الاهتمام، وذلك بسبب صعوبة استخلاصها من داخل الخلايا.
تقسم الانزيمات التي يتم تخليقها في الخلية الى مجموعتين:

1- الأنزيمات التكوينيه او التركيبية: Constitutive enzymes: أي الأنزيمات الأساسية التي توجد دائما في تركيب الخلية بغض النظر عن وجود المادة الاساس substrate لها وبأي تركيز. وتنتج الخلية هذه المجموعة من الانزيمات باستمرار وبنفس الكمية مثل الانزيمات المسؤولة عن تحليل السكر Glycolysis enzymes.
2- الأنزيمات المستحثة: Inducible enzymes: تنتج هذه المجموعة من الأنزيمات في الخلية عند الحاجة، اي انها تنتج استجابة Response لوجود مادة اساس معينة. وتسمى هذه الظاهرة بالحث الأنزيمي enzyme induction والمادة الاساس المستجاب لها لانتاج هذا الانزيم او ذاك بـ inducer (المحث أو المحفز). مثلا انزيم β-galactosidase هو Inducible وسكر اللاكتوز(المادة الأساس) هو نفسه المحث Inducer. وفيما يلي امثلة لبعض الانزيمات الصناعية المستحثة:
	Inducers
	Enzymes

	Cellulose, Cellobiose, Lactose etc.
	Cellulase

	Starch, Dextrin, Maltose
	Α-amylase

	H2O2
	Catalase

	Pectin
	Pectinases


عزل الميكروبات المنتجة للأنزيمات:

[image: image7.bmp]
مصادر الأنزيمات من الأحياء المجهرية هي البكتريا والاعفان والخمائر. سلالات الأحياء المجهرية تنتج عددا كبيرا من الانزيمات التي تقوم بتحليل المركبات الغذائية ووانجاز التفاعلات الايضية. تتباين الانزيمات المنتجة من الاحياء المجهرية تباينا كبيرا تبعا لنوع وسلالة الكائن المجهري لنفس النوع. ولذلك يتم اختيار الكائن المجهري لانتاج انزيم معين بحيث يتمتع باعلى انتاجية تجارية. تبدأ عملية اختيار السلالة الملائمة من الاحياء المجهرية بوساطة عزلها من الطبيعة أي من اوساطها الطبيعية الغنية بالمواد الغذائية. عادة تبدأ عملية عزل السلالات المنتجة للأنزيمات بوساطة تنميتها على الاوساط الصلبة بالاطباق Plating on solid culture يتم عزل المستعمرات التي حولها هالة zone اوسع من النشاط على وسط التغذية. ثم تزرع على هيئة مزرعة نقية pure culture وتفحص فعالية الانزيمات المحتمل انتاجها من قبل هذه السلالة من الاحياء المجهرية.

وتعزل عادة المكروبات المنتجة للأنزيمات من البيئات والاماكن التي يحتمل تواجدها بأكثر عدد وبانواع مختلفة. فمثلا المكروبات المكونة لانزيمات Cellulases و Pentosanases والانزيمات المحللة للكنين Lignolytic enzymes يتوقع وجودها على الاخشاب خاصة المتفسخة وتربة الغابات اما الانزيمات المحللة للبكتين Pectolytic enzymes فتوجد ميكروباتها على الفواكه والخضر التالفة. والمكروبات المنتجة للأنزيمات المحطمة لحامض اليوريك Uric acid تعزل من تربة حقول الدواجن وهكذا.

من المعروف ان المكان الطبيعي لعمل الأنزيمات هو الأنظمة الحيوية ولكن البعض منها يفرز إلى خارج الخلايا لتقوم بتهيئة المواد الغذائية للخلايا وان الإنتاج الصناعي للأنزيمات يعتمد على حقيقتين هي:

· ان الانزيمات يمكن ان تفرز خارج الخلايا الحية.

· ان الانزيمات المفرزة لها القابلية للقيام بفعالياتها دون الاعتماد على الخلايا الحية بعد إنتاجها وإفرازها إلى الخارج.

ان إنتاج الإنزيمات المفرزة إلى الخارج يكون مرتبطا بدخول المزروع طور الإنتاج والبعض الآخر يكون مرتبطا بطور التغذية وعليه فان تصميم عملية الإنتاج ومرور المزروع بهذه الأطوار وإطالة الطور الأول أو الثاني سيؤدي إلى تحسين الإنتاج. والشكل الآتي يوضح الطرق العامة للإنتاج:
تنمية الأحياء المجهرية
مخمرات للإنبات

مزارع  سطحية                                  مزارع  غاطسة
عمليات استخلاص    بالماء والترشيح
مستحضرات    إنزيمية سائلة

عمليات تركيز
                         ترسيب الأنزيمات   وترشيحها                         إضافة المثبتات   والمواد الحافظة          
  إنزيمات سائلة
                                      التجفيف بطرق مختلفة

عمليات    إعداد

     مثل طحن وتعبئة  مسحوق للأنزيمات
طرق إنتاج الأنزيمات الميكروبية:
طريقة تخمر المواد الصلبة:
وتعتبر هذه الطريقة مهمة جدا في إنتاج الأنزيمات خصوصا عند استعمال الفطريات وذلك لأنها تشبه بيئات عيش العديد من انواع الفطريات بالإضافة إلى أسباب أخرى منها:

· ان كمية الانزيمات الناتجة بالنسبة للوحدة الحجمية تكون كبيرة جدا.
· الطريقة بسيطة وتحتاج إلى عمليات سيطرة قليلة وكذلك أوعية صغيرة.
· تكون عمليات الاستخلاص غير مكلفة لصغر الأوعية وتركيز المواد.
· يمكن إجراء عمليات توسيع عليها بشكل بسيط جدا ولكن بحدود معقولة.
إلا ان للطريقة بعض المساوئ منها ان الفطريات بهذه الحالة تنتج العديد من الصبغات التي يصعب إزالتها وبذا تؤدي إلى زيادة كلفة عمليات التنقية والاستخلاص ويمكن التخلص من هذه المشكلة باستعمال أوساط محددة لا تساعد على إنتاج مثل هذه المواد أو استعمال سلالات خاصة لا تنتج الصبغات.

المواد الأولية المستعملة في هذه التخمرات هي نخالة الحنطة بالدرجة الرئيسية ومشتقات الحنطة الأخرى وتكون هذه مفيدة نظرا لوسع المساحة السطحية فيها واحتوائها على العديد من المواد الغذائية، وكذلك تستعمل رقائق فول الصويا أو البطاطة الحلوة.

نسبة الرطوبة تتراوح بين 40-70% كي تستطيع الأحياء النمو عليها ولذلك يفضل ان تعقم بواسطة حقن البخار فيها وتقليبها ثم تلقح بعد ذلك بالسبورات وتعتمد كمية اللقاح على الكائن المستعمل، الانزيم المطلوب إنتاج والظروف الأخرى.
وتقسم عمليات إنتاج الأنزيمات بالتخمرات الصلبة إلى قسمين رئيسيين:

طريقة الطبقة الرقيقة: وتستخدم فيها صواني خشبية أو معدنية كبيرة حيث تنتشر فيها المواد بعمق 2-4 سم وتلقح وتحضن في غرف معقمة متجددة الهواء.
طريقة الزراعة العميقة: وفيها تستعمل طبقات عميقة من مواد الأساس تصل إلى 60-180 سم في أوعية مستطيلة عميقة وتلقح وتقلب وتهوى تهوية جيدا أثناء عملية الإنتاج.
طرق الزراعة الغاطسة: Submerged Fermentation

وهي أكثر شيوعا لأنها تحتاج مكان اقل وهي اقل تعرضا للتلوث وإمكانية تطبيق المكننة الحديثة والسيطرة الاوتوماتيكية عليها لكن تكاليفها مرتفعة ولهذا لا تستخدم إلا في الإنتاج الكبير، وتكون عادة بشكل مزارع متقطعة ويمكن ان تفضل هذه الطريقة على طريقة تخمر المواد الصلبة على أساس حساب التكاليف الكلية. وتتم عمليات الإنتاج باستعمال مخمرات تشبه تلك المستعملة لإنتاج المضادات الحيوية مصنوعة من الفولاذ المقاوم للصدأ وحاوية على الخلاطات ومضخات الهواء وذلك لان عمليات تخليق الانزيمات تحتاج إلى كميات كبيرة من الطاقة وعليه فلابد من توفر عمليات تهوية جيدة.
استخلاص وتنقية الأنزيمات:


ان أهم ما يميز عمليات استخلاص وتنقية الأنزيمات هي أنها يجب ان تتم تحت درجات حرارية منخفضة تتراوح بين الصفر إلى 10م0 ، كما أنها يفضل ان تتم باستعمال طرق متقطعة وذلك لان استعمال الطرق المستمرة غالبا ما يؤدي إلى مسخ بروتينات الانزيمات.
الاستخلاص: Extraction

ان عمليات الاستخلاص بصورة عامة تتم بإزالة الخلايا المنتجة وتعتمد الإزالة على طريقة الزراعة وعند استعمال الطرق الغاطسة يمكن إزالة الخلايا بالترشيح Filtration أو الطرد المركزي Centrifugation، أما إذا كانت الأنزيمات منتجة على مواد صلبة فعندها يفضل ان يستخلص الأنزيم بالماء الذي يفضل ان يكون حاويا على بعض الحوامض العضوية والأملاح العضوية واللاعضوية أو المنظفات أو مواد أخرى لغرض زيادة ذوبان الأنزيم وكذلك زيادة ثباتيته وتقليل التأثير الضار للمواد والأحياء الملوثة وبعد هذه المرحلة يؤخذ المستخلص المائي أو وسط النمو الذي يكون حاويا على كميات كبيرة من الأنزيم بالإضافة إلى إنزيمات ومواد أخرى ويمكن ان يجفف ويحول إلى شكل مسحوق أو شكل حبيبي جاف ويباع بشكل مستحضر غير نقي، أما الحالة الأخرى فيمكن ان تفصل الأنزيمات عن المواد الأخرى بواسطة عمليات تنقية إضافية.
التنقية: Purification
عندما يراد الحصول على إنزيمات نقية Pure فيمكن استعمال عمليات الترشيح الفائق Ultrafiltration لإزالة المواد الملوثة أو استعمال عمليات الترشيح الهلامي Gel Filtration لفصل الجزيئات عن بعضها البعض، أو تستعمل عملية الامتزاز Adsorbtion مثل استعمال الكاربون المنشط لإزالة بعض الشوائب ويمكن امتزاز جزيئات الأنزيم وفصلها عن الشوائب أو إجراء عمليات الامتزاز على مبادلات التبادل الايوني. ويمكن استعمال تقنية كروماتوغرافي الألفة وتقنية كروماتوغرافي التبادل الايوني لتنقية الأنزيمات والحقيقة ان التقنيتين الأخيرتين هي الأكثر استعمالا على النطاق التجاري ويمكن أيضا استعمال عمليات الترسيب بالأملاح المتعادلة Neutral salts precipitation وخاصة أستعمال محلول كبريتات الأمونيوم المشبع وهي طريقة مستعملة على نطاق تجاري واسع منذ القدم.


قبل تسويق الأنزيمات تجرى عليها اختبارات الأمان من حيث السمية (Toxicity) وصفاتها التطفيرية (Mutagenicity) والسرطانية (Carcinogenicity) وامرضيتها (Pathogenicity) ومستضداتها (Antigenicity) وغيرها من الصفات. لذلك وضعت مواصفات قياسية وفحوصات الأمان للأنزيمات من قبل الهيئات العالمية مثل (Food Chemicals Codex) ومنظمة الصحة العالمية (WHO) ومنظمة الدواء والغذاء الأميركية (FAD).
الاستعمالات التطبيقية التجارية للأنزيمات:

مما لا شك فيه ان التفاعلات الإنزيمية أكثر كفاءة في الحصول على مواد معينة مقارنة بالتفاعلات الكيماوية حيث انه بالطرق الإنزيمية يتم الحصول على المواد بشكل رخيص بعيدا عن استعمال الظروف المتطرفة سواء الحرارة أو الوسط المحيط بالتفاعل. وقد زادت استعمالات الأنزيمات نتيجة للتطورات التي حصلت في مختلف الأوجه التي أدت إلى إنتاج كميات كبيرة من الأنزيمات المختلفة ويوضح الشكل الآتي المجالات الرئيسية لاستعمال الأنزيمات صناعيا في الوقت الحاضر:

            كاربوهيدرات

                بروتيزات  

(شكل يوضح المجالات الرئيسية لاستعمال الأنزيمات صناعيا)

مجال التصنيع الغذائي:
1- صناعة الألبان مثل الجبن التي يستعمل فيها الرنين Chymosin.

2- صناعة المشروبات الغازية التي يستعمل فيها انزيم Catalase و Glucose oxidase.

3- صناعة الحلويات.

4.عمليات استخلاص الزيوت النباتية. صناعة الخبز والمعجنات، وغيرها.

المجال الصناعي:

1- صناعة المنظفات وتستعمل فيها بشكل رئيسي البروتيزات القاعدية.

2- تحليل المكوثرات الطبيعية لإنتاج الكلوكوز والفركتوز والسكريات البسيطة التي تستعمل في العديد من المجالات.

3- صناعة الجلود وتستعمل البروتيزات لإزالة الشعر والصوف ودبغ الجلود.

مجال التحليل والدراسات العلمية:
1. أنتاج الالكترودات في مجال صناعة المتحسسات الحيوية Biosensor لقياس الاوكسجين او قياس بعض الايونات.
2. استعمال الانزيمات في مجال الهندسة الوراثية وبناء السلالات المرغوبة ومنها الانزيمات القاطعة للأحماض النووية والأنزيمات الاخرى الملحقة بعمليات نقل الجينات والتعبير عنها وترجمتها.

المجال الطبي:

1- استعمالها في التصنيع الصيدلاني سواء في عمليات التحويل او التحوير ومنها انزيمات Glucose-6-phosphate ، Hexokinase ، Cholesterol oxidase .

2- استعمال الأنزيمات في العلاج لتعويض النقص في بعض الانزيمات الذي يكون ناشئا عن امراض وراثية. او استعمالها لإزالة بعض المواد غير المرغوب فيها من مجرى الدم فيمكن ازالة اليوريا من الدم باستعمال انزيم Urease. وفي معالجة السرطانات مثل انزيم Asparaginase لمعالجة بعض أنواع سرطان الدم.

3- ازالة الخثر والجلطات الدموية ومنها Streptokinase المنتج من قبل بكتريا Streptococcus .

4- استعمال البروتيزات في ازالة تجمعات الرواشح الناتجة من الاصابات التنفسية مثل انزيم Papain وغيره.

5- معالجة الاصابة بالديدان حيث ان الانزيمات تؤدي الى تخريب الطبقات الجلدية الخارجية للديدان مؤدية الى قتلها. فضلا عن استعمال البروتيزات في التشخيص والتحاليل السريرية مثل قياس مستوى بعض الانزيمات في الدم والكشف عن بعض المواد الموجودة في الجسم.
وفيما يلي جدولا يلخص بعض الاستعمالات التطبيقية التجارية لبعض الأنزيمات المهمة:

	Enzymes
	Sources
	Substrate
	Applications

	α- Amylase
	Fungal, bacterial
	Starch
	Liquefaction to dextrins, alcohol production, proper volume in baked goods

	β- Amylase
	Plants
	Starch
	Maltose production, proper volume in baked goods

	Catalase
	Fungal, mammals
	Hydrogen peroxide
	Milk sterilization, cheese-making

	Cellulase
	Fungal
	Cellulose
	Ethanol production

	Invertase
	Yeast
	Sucrose
	Production of invert sugar, sugar confectionery

	Lactase
	Fungal, yeast
	Lactose
	Lactose hydrolysis in cheese whey

	Lipase
	Fungal, bacterial, gout, calf, lamb Lingual
	Lipid
	Cheese ripening

	Protases, 

e.g.
EC 3.4.22.2,
EC 3.4.22.4,
EC 3.4.23.4
	Fungal, plant (papain, bromelain)

Fungal, bacterial, calf stomach (rennin)
Pancreas

Fungal
	Protein

Casein

Protein

Gluten
	Meat tenderizer

Cheese production

Peptone manufacture

Dough conditioner

	L-Asparginase, EC 3.5.1.1
	Bacteria
	L-Asparagine
	Antitumour

	Bromelain,

EC 3.4.22.4
	Pinapple
	Protein
	Digestive aid, reduction of oedema

	Pepsin,

EC 3.4.23.1
	Mammalian stomach
	Protein
	Digestive aid

	Plasma,

EC 3.4.21.7
	Human blood
	Protein
	Dissolve blood clots

	Streptodornase (DNase I),

EC 3.1.21.1
	Bacterial
	DNA
	Wound debridment

	Streptokinase (plasmin,

EC .4.21.7)
	Human urine
	Protein
	Dissolve blood clots

	Trypsine,

EC 3.4.21.4
	Pancreas
	Protein
	Digestive aid, treat athletic injuries

	Urokinase,

EC .4.21.31
	Human urine
	Protein
	Dissolve blood clots
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نمو مايكروبي


هالة





(مخطط يوضح إنتاج الأنزيمات الصناعية بواسطة عمليات التخمر)








3%     Trypsin 





10%      Rennet





25%            Alkaline phosphatase  





اخرى              21%





تطورات كمية صيدلانية           10%





      Isomerases





6%            Pectinases


          3%       Lipases


                3%  





18%      Amylases 





Lactases





1 %        
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