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ABSTRACT 

 
Two chitinolytic bacterial candidates were isolated from mango tree 

rhizosphere and mature compost, after which they were purified. The isolates 
were identified as Streptomyces sparsogenes and Streptomyces nigrifaciens, 
respectively. Optimization of growth conditions on 250ml shaker flask test in 50 
ml medium at 150 rpm  was accomplished to obtain the highest chitinolytic 
activity. St. sparsogenes was grown on chitin medium B using tryptone as 
nitrogen source at a concentration of 0.2%, 45°C, pH 10 for 50 hrs that increased 
its chitinolytic production from 63 to 367 U/ml, while St. nigrifaciens was grown 
on chitin medium A using peptone as nitrogen source at a concentration of 
0.15%, 45°C, pH 9 for 50 hrs that increased its chitinolytic production from 58 
to 197 U/ml. Both isolates utilized many local chitinic wastes efficiently among 
which the fungal chitin (Aspergillus niger dead mycelia) gave the highest 
chitinolytic activity ( 897 and 663 U/ml, respectively). Scaling up in a fermentor, 
charged with 1L medium and 1 vvm air flow rate, raised the production to 1469 
U/ml after 48 hr at 200 rpm and to 2129 after 48 hr at 300 rpm, respectively. St. 
nigrifaciens finaly was grown on local chitinic wastes in the fermentor to 
produce raw chitinase which was subjected to partial purification by ammonium 
sulphate precipitation. Three partially purified chitinases separated from the 
supernatant named SUP-25%, SUP-65% and SUP-85%, had  specific activites of  
1414, 616 and 641 U/mg, respectively. While from the chitinic debris, two 
fractions of high affinity to chitin were separated and named CD-65% and CD-
85% of specific activites 745 and 2137 U/mg, raising the purification fold to 6.5 
and 18.8, while their yield reached 4.3% and 2%, respectively. The optimization 
of temperature test revealed the superiority of CD-85%  fraction, as its 
chitinolytic specific activity increased to  3650 U/mg at 45°C. The CD-85%  
optimum pH for hydrolyzing colloidal chitin was found to be pH 10  (4872 
U/mg) and remarkably another one at the control pH 6.8 (3507 U/mg). Gel 
electrophorasis (silver stained) and sephadex G-100 column purification studies 
on the CD-85% fraction revealed that it might be composed of two chitnases. 

 
Key words: chitinase, chitin, streptomycetes, fermentation. 
 

 



 
 

  

 

  الدآتوراه  :الدرجة                                                أحمد محيى الدين عبد السميع  :اسم الطالب
  دراسات آيميائية حيوية على إنزيمات الكايتينيز الميكروبية  :عنوان الرسالة

  سمير عبد المنعم  :دآتور :    المشرفون 
   جابر الباز الدسوقى:                     دآتور 
  ير على السيدسم:                     دآتور 

  
 28/6/2009:  تاريخ منح الدرجة       ..........  :فرع                      كيمياء الحيويةال: قسم

  
  المستخلص العربي

زيم       اج ان ة لانت درة عالي ة ذات ق ا محلي ف بكتيري زل و تعري و ع ذا البحث ه سي له دف الرئي  اله
ه ب      درتها         الكايتينيز و رفع قدرتها على انتاج المزيد من م دراسة مق اج و من ث و و الانت تحسين ظروف النم

زيم           . على تحليل مخلفات محلية غنيه بالكايتين      ى عمل إن يضاف الى هذا دراسة العوامل البيئية المؤثرة عل
  .الكايتينيز الخام الذى تم فصله و بعض من خصائصه

ذلك من         تبنت الدراسة عزل سلالتين بكتيريتين من عينة التربه المحيطة بجذور            انجو و آ شجر الم
ى        ا، حيث صنفت الأول ا و تعريفعهم  و صنفت   Streptomyces sparsogenesالكومبوست و تنقيتهم

ة  ى . Streptomyces nigrifaciensالثاني سلالتين لأعل ايتينيز بواسطة ال اج الك م تحسين ظروف انت ت
موجودة فى دوارق مخروطية سعة  مللى لتر من بيئة النمو ال  50نشاط من خلال تطوير ظروف النمو  فى         

ت   250 رج آان رعة ال زاز و س ضان اله تخدام الح ر  باس ى لت ة150   ملل ة . ق / لف ت تنمي  .Stتم
sparsogenes    ة ز       chitin medium B فى بيئ روجين بترآي د للنت ون آمصدر وحي  باستخدام التربت

شاطها من           ساعة ليزداد الانتاج من    50 لمدة   pH = 10م، درجة   º 45 ، على % 0.2 ع ن ايتينيز و يرتف  الك
ى 63 ة      /  وحدة  367 ال ا تمت تنمي ر، بينم ى لت ة    St. nigrifaciensالملل  chitin medium A فى بيئ

 ساعة 50 لمدة pH = 9م، درجة º 45، على% 0.15باستخدام البيبتون آمصدر وحيد للنتروجين بترآيز 
ن   شاطها م ع ن ايتينيز و يرتف ن الك اج م زداد الانت ى 58لي دة 197ال ر/  وح ى لت سلالتين . الملل ن ال ل م آ

ر        ن فط ه م سيليا الميت صادر الماي ذه الم ضل ه ت أف ايتين و آان ة بالك ه الغني ات المحلي تهلكت النفاي  اس
Aspergillus niger  غ /  وحدة 663 و 897و التى اعطت معها السلالتين أعلى نشاط لإنزيم الكايتينيز بل

والى ى الت ر، عل ى لت ىبتنمي. الملل سلالتين ف ل من ال ا  1 ة آ ل منهم اج آ اظم انت د تع المخمر فق ة ب ر بيئ لت
 ساعة و بإستخدام سرعة      48مللى لتر بعد    / وحدة 2129 و   1469للكايتينيز حيث بلغ نشاط الانزيم المنتج       

  . ، على التوالىق /لفة  300 و  200قلاب 
يط   St. nigrifaciens أختيرت سلالة  ى خل ايتين      لتنميتها فى المخمر عل ة بالك ات غني .  من مخلف

اتج بالترسيب    وم حيث      تب فصل الإنزيم الخام الن ات الأموني ة من آبريت زات مختلف  فصل من الراشح    رآي
ان    %-SUP 85 و -SUP-% ،65% SUP 25 ثلاثة إنزيمات آايتينز   وعى آ شاطها الن  ، 1414  و ن

 %-CD 85 و -CD %65ايتينيز  بينما فصل أنزيمى آ   . مجم بروتين على التوالى/ وحدة641 و 616
ا    / وحدة2137 و 745من الراسب و نشاطهما النوعى آان      غ درجة نقاوتهم  18.8 و 6.5مجم بروتين لتبل

ا لإسترجاع           ا بلغ والى    %2 و   %4.3ضعف الأنزيم الخام، بينم ى الت وعى     %-85CDسجل   .  عل شاط ن  ن
ى  / وحدة3650 ى  °45مجم بروتين عل د   مجم  /  وحدة 4872م و ازداد ال روتين عن دراسات   .pH = 10ب

سيفادآس  ) مصبوغا بالفضه(التفريد الكهربى على الجيل  ل  -100Gو التنقية بإستخدام عامود ال  %85 ل
CD-أظهرت إحتوائه على إنزيمى آايتينيز .  

  
  .آايتينيز، آايتين، ستربتومايسيتس، تخمر : الدالةالكلمات
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