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الحمد الله الذي جعـل الحمـد مفتاحـاً لـذكره ، وخلـق الأشـياء ناطقـة لحمـده وشـكره والصـلاة والسـلام علـى     

  ...نبيه محمد وعلى اله الطيبين الطاهرين 

ان اسجل في اولـى صـفحاتها جزيـل شـكري وعظـيم تقـديري الـى يسرني وقد انتهيت من اعداد رسالتي      

الأستاذ المشرف الدكتور علي عبد الكاظم الغانمي لما بذله من جهدٍ وتوجيهـات علميـة قيمّـة  سـاعدت فـي 

  بلورة وانضاج الرسالة ، فجزاه االله خير الجزاء. 

سة قسم علوم الحياة لأتاحة الفرصة كما ويطيب لي ان اتوجه بالشكر الى عمادة كلية العلوم والى رئا     

إلــى الســيد رئــيس وأعضــاء لجنــة المناقشــة لتفضــلهم  بجزيــل شــكري وامتنــانيوأتقــدم  لأكمــال دراســتي .لــي 

  ة.بقراءة الرسالة وإبداء ملاحظاتهم القيمّ 

وتقف الكلمات عاجزة عن الشكر والتقـدير الـى مـن غـرس فـي نفسـي الطمـوح والـدي العزيـز داعيـة االله      

  سبحانه وتعالى ان يمده بالصحة والعافية .

كمــا اتقــدم بالشــكر والأمتنــان لجميــع اســاتذة ومنتســبي قســم علــوم الحيــاة واخــص مــنهم بالــذكر الأســتاذ     

محسـن مـن كليـة الطـب /جامعـة كـربلاء لمـا ابـدوه مـن مسـاعدة فـي  حامد جهاد ، كما واشكر الدكتور مهنـد

  اتمام هذا العمل.

وعرفانــاً منــي بالجميــل اقــدم شــكري الجزيــل الــى منتســبي مختبــر الصــحة العامــة فــي كــربلاء للمســاعدة     

  القيمّة خلال مرحلة العزل والتشخيص .

اتي طلبــة الدراســات العليــا لمــا ابــدوه مــن ومــن دواعــي الوفــاء ان اقــدم شــكري وامتنــاني الــى اخــوتي واخــو    

  تعاون كبير .

اخـراج الرسـالة كل مـن سـاهم فـي حضر فضله و و الى كل من غاب اسمه واخيراً اهدي شكري وتقديري     
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كفاءتها من مصادر مختلفة وتحديد  Lactobacillusعزل وتشخيص بكتريا  هذه الدراسة تضمنت    

وتطبيق تقنية تقييد الخلايا على العزلات الكفوءة في انتاج الحامض كما في انتاج حامض اللاكتيك 

  واظهرت النتائج مايلي : شملت الدراسة تنقية الحامض من الخلايا المقيدة ، 

شتملت امن مصادر مختلفة    Lactobacillusعزلة بكتيرية عائدة لجنس  20امكن الحصول على   - 1

علــى الحليــب الخــام والمخلــلات واللــبن الريفــي والشــرش والألبــان الرائبــة المعمليــة وإن العــزلات العشــرين 

الطــب الــى ثــلاث عــزلات عائــدة لــنفس الجــنس تــم الحصــول عليهــا مــن كليــة المتحصــل عليهــا (إضــافة 

صـول عليهــا مـن كليــة حتــم ال  L. acidophilusالبيطـري /جامعـة بغــداد فضـلاً عــن عزلـة واحــدة مـن

نتـاج حـامض اللاكتيـك تحـت إالأكفـأ منهـا فـي  خضـعت لعمليـة غربلـة لتحديـد .الزراعة / جامعة بغداد)

همــا Lactobacillus sp.(25)  و L.acidophilusأن العــزلتين  واتضــحظــروف حضــن مختلفــة 

 اللاحقة . مراحل الدراسةحيث تم إستخدامهما في الأغزر إنتاجاً للحامض 

 

  و L. acidophilusالمثلـــى لأنتـــاج حـــامض اللاكتيـــك مـــن بكتريـــا  ةالمزرعيـــتـــم تحديـــد الظـــروف  - 2

Lactobacillus sp.(25)   نتــاج مــن الحــامض بأســتخدام وســط إحيــث أمكــن الحصــول علــى أعلــى

    المــدعم .أعــلاه علــى التــوالي(ســكريات مختزلــة) للعــزلتين % 8)و 6( يعصــير التمــر المحضــر بتركيــز 

وحجم لقاح   6.5 كربونات الكالسيوم برقم هيدروجيني إبتدائي  %1و ةمن مستخلص الخمير  % 0.7 بـ

مئويـة لمـدة   37 من حجم الوسط والحضن تحت ظروف هوائيـة سـاكنة عنـد درجـة حـرارة  % 4 مقداره

 على التوالي . للعزلتين قيد الدراسة ) ساعة48و 60(

 

 



 ب

 

بطريقـة  Lactobacillus sp.(25)و L. acidophilus ريـابكت خلايـا )Immobilizationتم تقييـد ( - 3

اكــار –ســتخدام مــادة الأكــار ا واعطــىبأســتخدام مــادتين ســاندتين مختلفتــين . ) Entrapment (الحجــز

(Agar – agar) انتاجــاً أعلــى مــن حــامض اللاكتيــك مقارنــة بأســتخدام الجينــات  فــي تقييــد الخلايــا

أكـار  -مـن الأكـار % 3 تبـين أن اسـتخدام تركيـز  العوامل المؤثرة في التقييـد ولدى دراسةالصوديوم . 

 نتاج من الحامض.إ) خلية/ مل أدى الى الحصول على أعلى 910×1كمادة ساندة بعدد خلايا مقدارة (

 L. acidophilus رة فـــي انتـــاج حـــامض اللاكتيـــك مـــن خلايـــا بكتريـــا درســـت بعـــض الظـــروف المـــؤث - 4

 المقيدتين وأظهرت النتائج مايلي : Lactobacillus sp.(25)و

)% 0.3و 4إن افضل تركيز من عصير التمـر ومسـتخلص الخميـرة لأنتـاج الحـامض كـان (   -أ

 لكلا العزلتين على التوالي .

 L. acidophilus) سـاعة للعـزلتين 72و 60إن افضل مدة حضن لأنتاج الحامض كانـت (  - ب

 على التوالي.  Lactobacillus sp.(25)و

    تيتها في انتاج الحامض لخمس دورات تخمرية إذ لم و تميزت الخلايا المقيدة لكلا العزلتين بثب  -ج

  يلاحظ اي انخفاض في الأنتاج خلال المدة المدروسة .

   Lactobacillusو L. acidophilusأمكــن تنقيــة حــامض اللاكتيــك مــن راشــح المزرعــة لبكتريــا  - 5

sp.(25)  شـــتملت خطـــوات التنقيـــة علـــى خطـــوة الترويـــق االمقيـــدتين، وقـــد(Clarification)  والتبـــادل

والتبادل الأيوني الثاني بأستخدام ،  (Amberlite IR-400)نأيوني الأيوني الأول بأستخدام المبادل الا

         وأســـفرت عمليـــة الفصـــل عـــن الحصـــول .  ]Amberlite IR -120 (H)[المبـــادل الكاتـــأيوني 

 L..acidophilusللعــــــــــزلتين  %)91.56و  88.75علــــــــــى حــــــــــامض اللاكتيــــــــــك النقــــــــــي بحصــــــــــيلة (

Lactobacillus sp.(25) . على التوالي 



 ج

 

أعطى حـامض اللاكتيـك المنقـى مـن العـزلتين المسـتخدمتين فـي هـذه الدراسـة ، بقعـة واحـدة عنـد فصـله  - 6

) للحـامض المنقـى مـن 0.541و  0.535مقـدارها ()   fR (بقـيم (TLC)بكروماتوغرافيا الطبقة الرقيقـة 

 على التوالي.  Lactobacillus sp.(25)و L. acidophilusبكتريا 

البلازميدات مما يشير الى أن الجينات المسؤولة عن  قيد الدراسة من Lactobacillus  خلو عزلتي - 7

  .انتاج حامض اللاكتيك في هاتين العزلتين هي كروموسومية الموقع 
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  المقدمةالمقدمةالمقدمةالمقدمة

الأحتياج ليصل  يتزايد الأحتياج العالمي من حامض اللاكتيك سنوياً ومن المتوقع أن يقفز هذا      

) . ويمكــن أن يعكــس الطلــب Altaf et al.,2005( 2011 ول عــاملــبح ) طــن200 000الــى (

ـــامي  ـــة الحـــامض الكبيـــر المتن ـــى مـــن خـــلال  ةهـــذا أهمي خاصـــة فـــي  ةالواســـع هســـتخداماتإوالتـــي تتجل

الجديدة كمواد اولية  هستخداماتإالمجالات الصيدلانية والغذائية والكيميائية ومواد التجميل فضلاً عن 

   .)Biodegradable polymer industryلصناعة البوليمرات القابلة للتحلل(

 D(-)Lactic acidو  L(+)Lactic acidيوجــد نظيــران ضــوئيان مــن حــامض اللاكتيــك       

طــريقتين :الأولــى ب) وينــتج هــذا الحــامض Wee et al.,2006المختلفــة ( هولكــل منهمــا اســتخدامات

 Microbial) والثانيــــة التخمــــر المــــايكروبي (Chemical synthesisالتصــــنيع الكيميــــائي (

fermentation ســــتخدامها لأنتــــاج النظيــــر الضــــوئي المطلــــوب مــــن إلأخيــــرة بأمكانيــــة ا) . وتتميــــز

هـي الميـزة التـي تفتقـر و ختيـار الكـائن المجهـري المناسـب ، إبعـد   (-)Dأو  (+)Lحـامض اللاكتيـك 

) DL) مــن الحــامض (Racemic Mixtureوالتــي تنــتج مزيجــاً راســيمياً( ئيــةاليهــا الطريقــة الكيميا

  عية .غير المرغوب من الناحية الصنا

لأحيـاء المجهريـة بـين البكتريـا والفطريـات ، وتشـكل بكتريـا انتاج حامض اللاكتيك مـن إ يتوزع       

Lactobacillus  ًلأنتـاج هـذا الحـامض علـى المسـتوى التجـاري .  رافـداً مهمـا                    

ولتحقيـق   .)1990،(الخفـاجيلمادة الأولية المتوفرة ختيار السلالة الملائمة للانتاج بنوعية اإويتحدد 

نتاج مناسب مـن الحـامض فـأن المـادة الأوليـة  المسـتخدمة يجـب أن تفـي بعـدد مـن المتطلبـات لعـل إ

نتـاج سـريع بحصـيلة إها على أقل قدر ممكن من الملوثات وذات معـدل ءحتواافي مقدمتها رخصها و 

 .) Wee et al.,2006السنة (عالية وبدون أو بنواتج عرضية قليلة فضلاً عن توفرها على مدار 
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) بأهتمــام البــاحثين فنالــت النصــيب Cell Immobilizationالخلايــا ( قييــديــت تقنيــة تظوح      

تيـــة و لعــل فــي مقــدمتها زيــادة ثب ةفوائــد جمــ هــذه التقنيـــة مــن  هلأوفــر مــن الدراســات نظــراً لمــا تحققــا

  ستهلاك الطاقة وتقليل التكاليف . استخدامها فضلاً عن تقليل ا مدةطالة االخلايا و 

ات بوسـاطة التخمـر  هنتاجـإ هسـتخلاص وتنقيـة حـامض اللاكتيـك أهـم مشـكلة تجابـإوتعد عملية       

مـــن كلفـــة الأنتـــاج ممـــا  %80ذ تصـــل كلفتهـــا أحيانـــاً الـــى إ) 1989المصـــلح ،المايكروبية(الحيـــدري و 

قتصـادية  وذات كفــاءة عاليــة إسـتخلاص وتنقيــة جديــدة اتقنيــات  عاجلـة لأيجــاديحـتم القيــام بدراســات 

)Habova et al.,2004. (  

  حامض اللاكتيك من أهمية تطبيقية كبيرة فقد هدفت هذه الدراسة الى: هونظراً لما يمتلك         

 المنتجة لحامض اللاكتيك .  Lactobacillusعزل بكتريا  - 1

 لأنتاج الحامض .لأكفأ منها اغربلة العزلات البكتيرية لتحديد  - 2

 المثلى لأنتاج الحامض من العزلة المنتخبة . تحديد الظروف - 3

نتـــاج الحـــامض مـــن الخلايـــا إ ) و Cell Immobilizationســـتخدام تقنيـــة تقييـــد الخلايـــا (ا - 4

 المقيدة .

 تنقية الحامض . - 5

  تحديد صفة إنتاج الحامض بلازميدية او كروموسومية الموقع من العزلات المنتخبة . - 6
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ستعراض المراجع  ستعراض المراجع  ستعراض المراجع  ستعراض المراجع  إإإإ   -1 

 (Lactic acid)    حامض اللاكتيك 1-1 

      Hydroxy propionic-2)هيدروكســـي حـــامض البروبيونيـــك  -2يعـــد حـــامض اللاكتيـــك        

acid (  لأول مـــرة العــــالم الكيميــــائي  هكتشــــفاالطبيعـــة .لأكثـــر تواجــــداً فــــي االحـــامض الكاربوكســــيلي

حـامض و .  1881 نتج لأول مرة في الولايات المتحـدة عـام الكنه   1780 عام  Scheeleالسويدي 

يحوي ثـلاث   ذإ  COOHCHOH   3(CH(  اللاكتيك حامض عضوي يمتلك الصيغة الكيميائية

مــن حــامض أومجموعــة كربوكســيل وذرة كربــون طرفيــة  اً ذرات كربــون، ذرة كربــون طرفيــة تمثــل جــزء

     مــــــن مجموعــــــة مثيــــــل أو هيــــــدروكربون، بينمــــــا تمتلــــــك ذرة الكربــــــون الوســــــطية  اً أخــــــرى تمثــــــل جــــــزء

  وجــد لحــامض اللاكتيــك صــورتان ت (Narayanan et al., 2004). مجموعــة كربــون كحوليــة 

 D(-) Lactic acid  والنظيـــر الضـــوئي L (+) Lactic acidفعالتـــان ضـــوئياً همـــا 

(Vijayakumar et al .,2008) . 

COOH   

H      C     OH 

         3CH  

COOH 

OH      C      H 

        3CH  

  

 

التي تمثـل الصـيغة  306H3(C(ن حامض اللاكتيك يمتلك الصيغة الجزيئية اوعلى الرغم من         

الاّ أن هــذا الحــامض لايعــد مــادة كربوهيدراتيــة  (Trioses)الجزيئيــة للســكريات ثلاثيــة ذرات الكربــون 

  ) .2009(المظفر،

D(-) Lactic acid L (+) Lactic acid 
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لمــاء لكنــه با  القابلــة للأمتــزاجيــذوب حــامض اللاكتيــك فــي المــاء وبعــض المــذيبات العضــوية         

و قليـــل التطـــاير ولـــه ثباتيـــة عاليـــة ويبلـــغ وزنـــه عـــديم الـــذوبان فـــي المـــذيبات العضـــوية الأخـــرى، وهـــ

 0.5 مئويـة أمـا درجـة غليانـه عنـد الضـغط   16.8ودرجـة أنصـهار واطئـة تبلـغ  (90.08)الجزيئـي 

ولحـامض اللاكتيـك ثابـت  .ملم زئبق 14 عند الضغط  (122)مئوية بينما تبلغ   82ملم زئبق فتبلغ 

جول/مول/مئوية عند  190  وحرارته النوعية مئوية 25عند درجة حرارة  10)-4×1.37تفكك مقداره (

ويوصــف حــامض اللاكتيــك بأنــه مــن   (Narayanan.et.al..2004). مئويــة  (20)درجــة حــرارة 

   (Generally Recognized as Safe,GRAS)   المركبــات المميــزة عمومــاً بأنهــا مأمونــة

(Wee et al.,2006) .  

���ج ��� ا�
	���إط�ق   1-2  

 (Chemical synthesis)ا������ ا��������  - 1

ن العمليــات التجاريــة لتصــنيع حــامض اللاكتيــك أ (Narayanan et al .2004) أوضــح      

ويمكـن الحصـول علـى هـذه  (Lactonitrile)علـى مـادة لاكتونيترايـل صناعياً تعتمد بشكل أساسي 

لأستلديهايد مع سيانيد الهيدروجين لتنـتج اللاكتونيترايـل التـي تنقـى بعمليـة االمادة عن طريق معاملة 

التقطيــر. تعــاني مــادة اللاكتونيترايــل الخــام تحلــلاً بأســتخدام بعــض الأحمــاض القويــة مثــل حــامض 

لأمونيـــوم ثـــم يعامـــل حـــامض اللاكتيـــك االلاكتيـــك وأمـــلاح الهيـــدروكلوريك والكبريتيـــك لينـــتج حـــامض 

ثانول لينتج لاكتات المثيل التي تتحلل مائياً بعد تنقيتها بعملية التقطير الى حامض المتكون مع المي

اللاكتيـــــك وميثـــــانول مـــــرة أخـــــرى. يكـــــون حـــــامض اللاكتيـــــك المنـــــتج تجاريـــــاً مـــــن النـــــوع الراســـــيمي  

(Racemic Lactic acid)  هـي شـركة ومـن الشـركات المسـتخدمة لهـذه التقنيـة(Musashino) 

لأنتـــاج اوضـــيح خطـــوات الأمريكيـــة ويمكـــن ت (Sterling Chemicals Inc)اليابانيـــة وشـــركة 

 -لآتية :ابالمعادلات 
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 (Addition of Hydrogen Cyanide) $�#" !����� ا� ��رو��� ا  -أ

        CHOHCN      3CH         catalyst   CHO   +     HCN          3CH  

acetaldehyde         hydrogen cyanide                                        Lactonitrile 

 )4SO2Hydrolysis by H(ا��-,+ *(ا!)" ��� ا��'�&���    -ب

  4SO2)4(NH 2/1 + CHOHCOOH3CH               4 SO2H2/1 + O2CHOHCN+H3CH
   Lactonitrile                                                          Lactic                ammonium      

                 acid                             salt       

 (Esterification)/!��ة ا   -ج

O2+ H3CHOHCOOCH3CH             OH3CH CHOHCOOH +3CH 

Lactic acid                 Methanol                      Methyl lactate                  

 )O)2Hydrolysis by Hا��-,+ ا�����    -د

OH3CHOHCOOH+ CH3CH              O2+ H 3HCCHOHCOO3CH  

Methyl lactate                                         Lactic acid            Methanol  

      (Fermentation)ا����1   2-

����� ا�����ھ���رات �������ام ا�����ء ا�����
�� ا�������        ��

��' ���&% ا�$#���" !�  ط�

����0ج او���-�. !�-���  D (-) Lactic acidأو �L (+) Lactic acid*�&% ا�$#���" �(��رة 

: ���  �����5د3ت ا2

  (Fermentation and neutralization) ��3دلا� و ا����1  -أ

022H  + 2+) Ca-CHOHCOO3CH (2   fermentation    2Ca(OH) +    6 O12H6C 

Carbohydrate  calcium                      calcium lactate                                                               
                                                                                                                                  

                  hydroxide                                                                                           
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 4SO2(Hydrolysis by H(ا��-,+ *(ا!)" ��� ا��'�&���    -ب

4CaSO CHOHCOOH+32CH           4SO2+H 
2+)Ca-CHOHCOO3CH(2  

Calcium lactate                                              Lactic acid                                  

 (Esterification)ا/!��ة  -ج

O2+ H3CHOHCOOCH3CH              OH 3CH  +  CHOHCOOH3CH 

Lactic acid                 Methanol                          Methyl lactate              

 )O)2Hydrolysis by Hا��-,+ ا�����    -د

    OH3+ CH CHOHCOOH3CH                 O2H  +   3CHOHCOOCH3CH  

Methyl lactate                                                   Lactic acid         Methanol 

  

       
��ن و�6 ا����� ��و

�: ا���-. &  ا��$
� ��5-�� ا���8�9 و ً !-= 3#��ت ا����>���م  �


���" �-*(��ل !-�= ���&% ا�$#���" و#<�
���ت ا����>���م و��5-��� �>���5&�@ �*��&% ا� Aا��

��B@ ا��*-@ و �>C�5�& �5-��ت� �>DاEا� ��F م��<��� ا����ةا���8�9 
�: ا���-. &  #<�
��ت ا�


�: ا�*(�ل !-= ��&% ا�$#��" ا���GH� و AD) وا��*-@ ا���Narayanan et al.,2004( .  

  3-1  ���	
)*���&� ��� ا�Lactic acid bacteria ,LAB( 

          �& ً���D��0 ً������' ��&% ا�$#��" �0 Aا�� �
����
� ��&% ا�$#��" ا���Jس ا�<���� @�B�

 AK ً�L
�ج ا�������ت ا�EOا���D ا�������ة .و�����ز ���0��� ��0ا!�-�� ����ا�����ھ��رات . و�>���م أ

  �� @�Bا� AK ��
�@ . ��5% أ�0ا!��� ا&�<��Bا� ��

-�� وا�5(���ت ا�H(���ة وا���و�Gا��0 ا��G���

 =����-! ������-��Hو������� ا� ������Dك ا�و#>������ اھ�ا$�������  ����&  Q

: ������K$K�و��  أو#>�����Q����0ل أ$����R

(Flavoprotein oxidase) ى 3ھ�Rن أ�0اع أ��� �������Dا�(Condon ,2006)  .  
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         ���� =-Uوف ا���Wا&� ا�(LAB)  A��Jا����رو :C�ن !�� ا����K(5.8-5.5)  ارة�� �Jودر

(35-32)  �
�X&(Mukhopadhyay ,2009)  ��W0ا "-��� ��0���*��ج ا. و� A�K �G�<� ���
Q0

  . (Kandler and Weiss,1986)ا�= &�G-<�ت EFا�H5& ��Dة 


��� ����&% ا�$#����" ���!�����د !-��= &>���رات أ
��% ا�����ھ����رات      ���� Y����)�  ����
ا���= 

 ��!���&:   

 (Homofermentative LAB)��4��5" ا����1  -1

       ،��
���
�% ا��-�#��ز A�K ھ�Eا ا�(��Y &�  ا�<� AD���ا�� '���ن ��&% ا�$#���" 6�HK ھ�� ا����



���X وا����ة &��  ا��-�#���ز !<��� &>���ر أ&<���ن &���
�ھ�ف ا����] أن QJ )�����$كGlycolysis(  '����



��X  &  ��&% ا�$#��".QJ  

 (Heterofermentative LAB)��6 ��4��5" ا����1  -2


��X ا
��' ھEا ا�(�Y ��&% ا�$#��" وا�
�0�Uل و�Fز \��AD أو#>��� ا������ن &�        QJ ك$����

   (Pentose phosphate pathway)وا��ة &  ا��-�#�ز !<�&>ـ�ر ��K^�ت ا�<�ـ��ز 

(Wee et al .,2006) 8_�

� ��&%ا&>�رات  (1)ا���6G . و���>� A&��ا� %
  .ا�$#��"  �

1-3-1   7�� Lactobacillus  


�5 ا���5:       Orla  -Jensen   & اأول `�J Y��)�� :ھ�Lactobacillus  وذ��"  (1919)!��م

 AK ة��^& �
���� ��^b�� ��)��B� �
#���  . ��b (Cowan and Steel,1965)!� ا��<�ن!  ط�

 Y�bHolt et al.(1994) ��!ا ا����` _��  ا�����Eھ ��B! �5ان ا�5(���ت  ةا��������! c�*�و

����e� �0اغ &�J<� ا��^�!@ �(<F �O�ام.& ��F ��Wا����   ��� �����
-�� او���-Y أ9�Gا��0 ا��G���


��� �(���رة �������ن !(���
� #�و
���، و���ا���J ھ��Eه ا�<� ���Cة و����)Hا� �
&^���دة أو\������D أو وا�5(���

 ���G�*& #� ����اط�ن &�*��� ��-C ،�#�*�& ��F ،ة��)C @�$�(Peritrichous)  %&��� '���
.

 �Gھ��رات  ��ا���������� ا�  & ��<�Dها�$#��" �(�رة رEوأ�����0ً  ھ� ��
���_����K ا����' &��اد  ا�<

 cن وا��������� .أR�ى &U@ ا�
�0�Uل و\��AD أو#>�� ا�
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8(1� )1: (  ���	
   ��4رات ا/& ا� ��� �'���&� ��� ا�

  ��4��5" ا����1                   

 ��6 ��4��5" ا����1                   

Glucose 

ATP 

ADP 

    Glucose -6-P 
NAD+ 

NADH 

6- Phosphogluconate 

NAD+ 

NADH 

CO2 

Xylulose- 5 -P 

Acetyl -P 

NADH 

NAD + 

Acetaldehyde  

NADH 

NAD+ 

Ethanol 

Glyceraldehyde -3- P 

2ATP 

2ADP 

H2O 

Pyruvate 

NAD + 

NADH 

NAD H 

NAD+ 

Lactate 

Fructose – 6-P 

ATP 

ADP 

Fructose – 1,6-bis P  

Dihydroxyacetone-p Glyceraldehyde -3-P 

2 Pyruvate 

ATP   

ADP 

4ADP 

4ATP 

2H2O 

2NAD+ 

2NADH 

2NADH 

2NAD+ 

(1) (2) 
(1) 

2 Lactate  
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ـــةتكـــون  لاهوائيـــة أووهـــي  لاتختـــزل النتـــرات ولاتســـيل ،  (Microaerophilic)الفتهـــا للهـــواء قليل

لاتنـتج الكـاتليز ونـادراً مـاتنتج صـبغات  S)2(H الجيلاتين ولاتنتج الأندول وغاز كبريتيد الهيدروجين

ذ تحتـــاج الـــى إمـــا متطلباتهـــا الغذائيـــة فتكـــون معقـــدة اتتـــراوح بـــين الأصـــفر والبرتقـــالي الـــى الأحمـــر. 

                   تنمــــو فــــي درجــــات حــــرارة تتــــراوح بــــين أحمــــاض أمينيــــة وكربوهيــــدرات ونيوكليوتيــــدات وفيتامينــــات.

    مئويــــة ، امــــا الــــرقم الهيــــدروجيني الأمثــــل  (30-40)مثلــــى للنمــــو مئويــــة ودرجــــة الحــــرارة ال(53-2) 

  . (5.5-6.2)للنمو فيتراوح بين 

   بصــــورة واســــعة فــــي الطبيعــــة فهــــي موجــــودة فــــي منتجــــات  Lactobacillus تتواجــــد بكتريــــا      

       والمخلـــــلات والحليـــــب فضـــــلاً  هوالخضـــــروات وعصـــــير الفواكـــــ هالألبـــــان واللحـــــوم والأســـــماك والفواكـــــ

  Lactobacillusفــي الفــم والقنــاة المعويـــة .امــا صــفات مســـتعمراتعــن تواجــدها بشــكل طبيعـــي 

ملــم ومحدبـــة الشـــكل  (2-5)) فتكــون صـــغيرة تتــراوح ابعادهـــاAgarالناميــة علـــى الأوســاط الصـــلبة (

تتخـــذ وناعمـــة ولماعـــة ذات حافـــات متكاملـــة وتكـــون غيـــر شـــفافة وغيـــر ملونـــة وفـــي حـــالات نـــادرة 

  .(Krieg and Holt ,1984 )وا����ا&�D-� ا�= ا�-�ن ا�b^�  المستعمرات الواناً 

  

1-3-1-1   �&���* Lactobacillus acidophilus  

 L. acidophilus 	�=�ف و;���: *���&�إ  -أ

تعني الحليب  (Lacto)هي مختصر لكل من  Lactobacillus acidophilusبكتريا         

  أكتشـف هـذه البكتريـا تعني محبـة للحموضـة.  (acidophilus)تعني عصيات و (bacillus)و

   ســـــــميت طفـــــــال حـــــــديثي الـــــــولادة. وفـــــــي فضـــــــلات الأ 1900عـــــــام  Moroالعـــــــالم الأمريكـــــــي 

Bacillus acidophilus  وبعــد ســنة مـن نظريــة(Mitchenkoff theory,1907)  غيــرت

  . -Lactobacillus acidophilus   Sheik,1999) (ALتسميتها الى 



إستعراض المراجعإستعراض المراجعإستعراض المراجعإستعراض المراجع                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                لأول  لأول  لأول  لأول  ااااالفصل  الفصل  الفصل  الفصل    

 10 

 ،(Firmacutes)، والقســم(Procaryota)تعــود هــذه البكتريــا الــى المملكــة بدائيــة النــواة         

ـــــــــــــــــــــــــــــــــة  (Lactobacilleae)والصـــــــــــــــــــــــــــــــــنف  ـــــــــــــــــــــــــــــــــة (Lactobacillales)، والرتب ، والعائل

(Lactobacillaceae) والجنس ،(Lactobacillus)والنوع ،     (acidophilus )  

(Hilton et al.,1992)  .  

 L. acidophilus  �'���&� أ��<�ت ا�<�5,4"   -ب

      × 1.5 -6(  تمتـــــاز هـــــذه البكتريـــــا بكونهـــــا عصـــــوية ذات نهايـــــات مســـــتديرة تتـــــراوح ابعادهـــــا      

بشــــكل سلاســــل قصــــيرة وهــــي بكتريــــا  أومــــزدوج  أو) مــــايكروميتر، تترتــــب بشــــكل مفــــرد  0.9-0.6

الكلايكوجين بصورة ضعيفة، ولبعض سلالاتها القابلية على تخمير غيرمتحركة ولا تنتج الصبغات. 

  القابلية ايضاً على تخمير سكر المليبايوز وسكر الرافينوز أو كليهما . عض السلالاتبول

 (Homofermentative)الى مجموعة متجانسـة التخمـر  L. acidophilusتنتمي بكتريا        

 (-)Dذ تنــتج النظيــر الضــوئي إيكــون حــامض اللاكتيــك هــو النــاتج الرئيســي مــن عمليــة التخمــر 

Lactic acid مئويـة بأسـتثناء بعـض 38-35( بـين تتراوح درجة الحرارة المثلى لنمو هـذه البكتريـا (

 L.acidophilusمئوية. اما الرقم الهيدروجيني الامثل لنمو  48 السلالات التي تنمو بدرجة حرارة 

 % 5 بنســـــبة  2CO) وهـــــي محبـــــة للتهويـــــة القليلـــــة ويعـــــزز نموهـــــا بغـــــاز 6.0-5.5( بـــــينفيتـــــراوح 

(Buchana and  Gibbons,1974).  

��" �'���&�  -ج
 L. acidophilusا/ھ��" ا�3


����  ����HTenney (1996) أ����9ر �       ���>� �����J$5ا����= ا�ھ������ ا�L.acidophilus  [ن ا�����

A�*�
��ت ا����_�� ، و�Jدھ� AK ا���Hة ا���5
� �0e>�ن �G^وا� �
���ن ا ا_���K ا��=ا��>: &  ا�<


��� ا��اا��(������J =��-! ��Cران ���J��0���� إ� . ��LK$ً !��  ��_���&���5ء 3
����ك ����Qاً ������Jح ا�<

 A��K ���X�>��5@ ا��� Aو�������� A��Jا������رو :C�ا��� �����C %��^R =��-! @���5� Aا���� �
���L5ض ا������e�


�� ا���&�5ء ��&��L و�U<6 &  ���0 ا�����ء ا���ا���_�� � ��
��� L. acidophilus. و�>��ھ: �

 A��Kزا���� ا�>����� ا(Detoxification) �ة ا�����H-� ة���L5% ا�����اد ا��>�����L A��K ً���L
��� و�>���!� ا
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  ا�^���&���ت ���)  �&���K @U&1B 2وB 3وB 12وB ،"���^و��&% ا� (   ! ً$LKا A�K ��&ا����

  . (Lactose Intolerance)!�م ا��*�@ �>�� ا�$#��ز !$ج &�ض

         ��JوDesai (2008)  ��
���ا��>����&� A�K &�����ت ا��<��ن �-L. acidophilus  l�5أن �


Q ا����ز ا����!A وز
�دة Q5� AK ًا����!�� �-�>: ، و��ادوراً أ����� ��������  @��-H� =�-! ���-��Hا�

 �LK(colon cancer)$ً !�  دورھ��� m��& A�K ���ط�ن ا�����Hن  ،&>���ى ا�����>���ول A�K ا���م 

 A�K �����-��Cإو@�U& ��
 ) Lactocidinو Acidophilineو Acidolin    (���0ج ا����Lدات ا�*��

�U<6 &��_�ت ا���Hة ا�� Aا��L. ���  

1-4   ���	
  ا/���ء ا��5 �&" ا����5" �-�� ا�

وإن  الأحيــاء المجهريــة همــا البكتريــا والفطريــات ،ينــتج حــامض اللاكتيــك مــن قبــل نــوعين مــن      

مثل  والفطريات الخيطية (LAB)نتاج حامض اللاكتيك تجرى على امعظم الدراسات الحاصلة في 

أنـواع  وان عدداً من نتاج حامض اللاكتيك . االتي تستهلك الكلوكوز هوائياً في  Rhizopusجنس 

Rhizopus  مثـلR.oryzae و R.arrizus نظيـر الضـوئيتنـتج ال L (+) Lactic acid  بفعـل 

. ومـن مميـزات  L (+) Lactic acidنزيماتهـا المحللـة للنشـا التـي تمكنهـا مـن تحويـل النشـا الـى ا

نتــــاج النظيــــر الضــــوئي إالتخمــــر الفطــــري هــــي متطلباتــــه لأوســــاط تخمريــــة بســــيطة بالأضــــافة الــــى 

L(+)Lactic acid  .لأنخفاض في حصيلة حامض اللاكتيك ينسب جزئيـاً الـى تشـكيل نـواتج ان إ

) اهـــم الأحيـــاء المجهريـــة 1ويبـــين الجـــدول ( .عرضـــية أخـــرى مثـــل حـــامض الفيوماريـــك والأيثـــانول 

 . (Wee et al.,2006)  من المواد الأولية الرخيصة اللاكتيك نتاج حامضإمستخدمة في ال
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1��ول (  ( :  ���	
  �� ا��(اد ا/و��" ا����B"ا/���ء ا��5 �&" ا��1�4��" #� ا���ج ��� ا�

C����5 �ي ا��ا �����ا  
���	
 ا���� "��	  

���/ E6  

"��  ا/���

"F�!. ���/E6  

L.rhamnosus ATCC 10863 67.0  2.5  

L.helviticus ATCC 15009  65.5  2.7  

L.bulgaricus NRRL B-548  38.7  3.5  

L.casei NRRL B-441  82.0  5.6  

L.plantarum ATCC 21028  41.0  1.0  

L. pentosus ATCC 8014  21.8  0.8  

 

 

 

  

L. delbrueckii NCIMB 8130  90.0  3.8  

L. lactis ssp. Lactis IFO 12007  90.0  1.6  

L. amylophilus GV6  76.2  0.8  

Enterococcus faecalis RKY1  144.0  5.1  

R. oryzae ATCC 52311  83.0  2.6  

R. oryzea NRRL 395  104.6  1.8  
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  !�1�ا��ت ��� ا�
	���ا    5 -1

يلعـــــب حـــــامض اللاكتيـــــك دوراً مهمـــــاً فـــــي العديـــــد مـــــن المجـــــالات مثـــــل الصـــــناعات الغذائيـــــة       

 و GRAS( والصــيدلانية والكيميائيــة ومــواد التجميــل . ويعــد أول منتــوج أدخــل ضــمن مواصــفات 

FDA بشكل واسع في الصـناعات الغذائيـة ولأغـراض متنوعـة مثـل ) للمضافات الغذائية المستخدمة

حوم والاسـماك لضافة النكهة للأغذية وتنظيم الحموضة فضلاً عن استخدامه في حفظ الأغذية كـالا

والخضروات . أما في التطبيقات الصيدلانية فيدخل حامض اللاكتيك في تركيب العديد من الادوية 

عقـــاقير الطبيـــة مثـــل المحاليـــل المســـتخدمة فـــي غســـل الكلـــى وصـــناعة الخيـــوط الجراحيـــة . يـــدخل وال

     حــــامض اللاكتيــــك ايضــــاً فــــي صــــناعة المــــواد التجميليــــة حيــــث يــــدخل فــــي تركيــــب المــــواد المرطبــــة 

 .الجرثوميــة واســعة الطيــف مــن المضــادات دللجلــد والمقشــرة للبشــرة ومعالجــة حــب الشــباب لأنــه يعــ

ـــــل ع وفضـــــلاً  ـــــة متعـــــددة مث ـــــة فـــــي صـــــناعات كيميائي ـــــدخل هـــــذا الحـــــامض كمـــــادة أولي         مـــــا ســـــبق ي

(poly lactic acid)  المســتخدم فــي صـــناعة البلاســتيك القابــل للتحلــل(Biodegradable 

plastic)  (Wee et al.,2006)) اهـم التطبيقـات والأسـتخدامات التجاريـة 2، ويوضـح الجـدول (

 لحامض اللاكتيك .

 /���ء ا��5 �&" /���ج ��� ا�
	���ا!
Gت  ختيارإ    6-1


���� �����&% ا�-���<  
�*����د ���!����� ا������ده ا3و������      ���إن ا������Rر ا�>���$3ت وا�����0اع &���  �

Kا�>$3ت ���ءً ا���� l����  :)1990(ا��^�AJ ، �!-= ا���اb^�ت ا2�� �ة.و
^L@ أن 

�>�m�G أن �>���م &�اد أو���1 -� �)�Rر�                                                  .                 

��ن &�*�-2 -������ A�K  �أن  ���0���ر�Cم ھ��رو����J واطAK$�� �X ا��-��ث ا��Eي 
*(�@ �W0�اً �

. ���F ��DاEF أو��ط                                                                                                  

- 3  @��L^
��*���@ در���Jت ��ار
��� !�����ا A��5ل ا�>��$3ت ا���������           . ���
������Y ا��<��  ��& @���-H�-�

��ن &  �0ع &���0>4 - ���ن ا���اد ا�5�_�� ا������� C-�-� �أن � A# �ا�����  .                       

���' ا���W� ا�<(�ي  - 5 A�5@ ا�>$3ت ا���<� ا��G-�ب .
^L@ أن 
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��ول )2  ���	
   ): ا��)'��Hت وا/!�1�ا��ت ا���5ر&" �-�� ا�

    الصناعات الغذائية  

  مــــــادة محمضــــــة للأغذيــــــة -

               مــــــــــــــــــــــــادة حافظــــــــــــــــــــــــة -

مــــــــــــــــــــــــواد منكهـــــــــــــــــــــــــة                 -

منظمــــــــــــــات للحموضــــــــــــــة         -

  تدعيم الأملاح -

  

  صناعة مواد التجميل    الكيميائيةالصناعات   صناعة المواد الأولية

 صناعة اوكسيد  البروبلين - 

 صناعة الأستلديهايد - 

 صناعة حامض الأكريليك - 

صــــــــــــــــناعة حــــــــــــــــامض   - 

 البروبيونيك

 - 2,3 pentanedione 

 صناعة الأثيل لاكتيت - 

 صناعة اللاكتيد الثنائي - 

  متعدد حامض اللاكتيك - 

-  descaling agent  

ـــــــــــــــــــات الحموضـــــــــــــــــــة       منظم

ـــــــــــــــــــــــــةمـــــــــــــــــــــــــواد  -            معادل

-   chiral intermediats  

         صـــــــناعة المـــــــذيبات -

           مـــــــــــــــــــــــــواد تنظيـــــــــــــــــــــــــف -

ــــــــــــــات الحــــــــــــــوامض  -                     مطلق

 تكوين المعقدات الفلزية  -

 مواد مرطبة -

 عوامل ملمعة للجلد -

 مواد مقشرة للبشرة -

 منظمات للحموضة -

 علاج حب الشباب -

- Humectants   
  علاج التكلس -

  الصناعات الصيدلانية

محاليــــــل الحقــــــن داخــــــل  -

 الوريد

 محاليل غسل الكلى -

 تحضير الأملاح -

 صناعة الاقراص الدوائية -

 الجراحة الترقيعية  -

 الخيوط الجراحية -

نظــــــام توزيــــــع الادويـــــــة  -

 المسيطر علية

  

  

  


ض ا�����ك�� 

(CH3CHOHCOOH) 

Lactic acid 

(CH3CHOHCOOH) 
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        �J��
�	�$3ت	!�ة	�����	�
�GKو� �Kو�5&� ���J��0��	%&��*�	"���#$ا�	، ��HK	��Jو	(Cock 

and deStouvenel(2006)  أن	ا�>$�� Lactococcus lactis subs lactis  Aھ	إ أ!-= ً �J��0	

%&�*-�	 &	 ��	20 �$�� �D�!^` ة��	ا���`	و��Q5&	 &	0<�ت	l)C	�� Adnan	و�J   �����،	ا�>

and Tan (2003)   &	��-�!	-��F� \$ث	3تQ!	
���� و  )L.casei TapLac	=-!	c-��9ا ��

 L.casei TapSuc  وLactococcus lactis FM  (أن	#���	ا�*�&%	ا����'	 &	�Q5و��=ا �ا��	

  L.plantarum PTCC 1058  �ا���Q5	وأ���R�ت. �وا��U��U �ا���0�U	ا� ���Q�5	 �&	q����#	&� 	أ!-�=

����0��
��	!��3Qت <���m	���� 	 ��&	�%&���*-	���J��0ً ا	ا�!-��=	�������  ،"�E��#ت و�����Rأ	q���Q5ا�	��
�G^ا�� 

R.oryzae PTCC 5263 ��0��ً ا	�!-=ا	� �J��0	%&�*-�	 ً�L

	!3Qت	ار�m	�� 	& 	أ�GK� ��D�!ة 

  ). Mirdamadi et al.,2002(	ا���ع	��^`

1-7   �K�'�وف ا�L�ا ��MN;" �FرO��ا/���ء  "وا �� ���	
   ا��5 �&"#� ا���ج ��� ا�

 و!��&��ً  ��0ج و�K� &  ��&% ا�$#���" ،ا
^AL ا�=  �ا�����
 �ا��*�: AK ظ�وف ا��5-� إن      

� و#��� و��0ع �وا���C: ا�����روA��J وا����
� ة���Rر ا���D  ا�����ي ا�����l ودر�J ا�*�ارا�Kن 

A0������5 #-�� !�ا&@ ا����� و�5% ا�&$ح ا�_���K وا�����وA��J ا��(�را� � ���H*ا����J��0� 

  . U& (Polat,2002)-= &  ا�*�&%

 ��MN; 1 ط�&H" ا���(  -

 ة، حيـــث تـــم اســـتخدام الحاضـــناللاكتيـــك لأنتـــاج حـــامض  ةمختلفـــ ةســـتخدمت ظـــروف هوائيـــا      

 L. rhamnosus  نتاجــه مــن بكتريــا إفقــد تــم  ،لأنتــاج الحــامض ةرج مختلفــ  الهــزازة لتــوفير ســرع

     سـتخدمابينمـا  )  Abdulkarim et al.2006) (ة/دقيقـةدور  150بأستخدام سرعة رج مقدارها (

Cock and deStouvenel (2006)  ) لأنتاج الحـامض مـن  )ة/دقيقةدور   120سرعة رج مقدارها

ـــا    Naranony andســـتخدم ا و .  Lactococcus  lactis subs lactisبكتري
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Poocharoen(2001)  ) ارھ����H& !� رج�ةدور ���200��H�Cا�) �����0ج ا�*���&% &��  �/د���G^ 

R.oryzae NRRL 395 .  

 Shindo and Tachibanaســـتخدمت المـــزارع الســـاكنة ايضـــاً فـــي الأنتـــاج فقـــد اشـــار او         

تحـت ظـروف سـاكنة .  L. rhamnosus NBRC 3532الحامض من بكتريا نتاج االى  (2004)

     حيـــــث اســـــتخدمت  ،نتـــــاج الحـــــامض تحـــــت ظـــــروف لاهوائيـــــةابينمـــــا اشـــــارت دراســـــات اخـــــرى الـــــى 

 Bifidobacteriumنتاجـــه مـــن بكتريـــا افـــي  (Anaerobic Jar)النمـــو اللاهـــوائي  ةاســـطوان

longum  وL.acidophilus   )Hadaji and Bensoltane, 2006 (، نتــاج افضــلاًعن

  .Enterococcus flavescens  (Agarwal et al.,2008)الحامض بالظروف ذاتها من بكتريا 

 ;��MN ا����ر ا���*(�� 2-

ختيــــار مصــــدر الكربــــون علــــى المنتــــوج الرئيســــي لعمليــــة التخمــــر (الحيــــدري والمصــــلح إيعتمــــد      

ذ تقــوم هــذه المــواد بتجهيــز إســتخدام مــواد أوليــة لأنتــاج حــامض اللاكتيــك إ) ويســتلزم أحيانــاً 1989،

  ) :1990لأولية بالآتي (الخفاجي ،االمصدر الكربوني المناسب ، لذا يجب أن تتصف المواد 

 تكون رخيصة. أن  -أ

 أن تكون حاوية على اقل قدر ممكن من الملوثات.  -ب

 أن تكون حاوية على نسبة عالية من المواد القابلة للتخمر.  -ت

 لحاصل.أن تؤدي للحصول على أقصى مايمكن من ا  -ث

 أن تؤدي للحصول على اقل مايمكن من النواتج العرضية او بدون نواتج عرضية .  - ج

 على مدار السنة وسهلة النقل والخزن.أن تكون متوفرة   - ح

 يفضل أن تكون من النوع الذي لايحتاج الى معاملات اولية ،وذلك لتقليل كلفة الأنتاج .  - خ

نتـاج حـامض اللاكتيـك مـن الأحيـاء المجهريـة، حيـث استخدمت مصادر كربونية مختلفة في ا       

لأنتـــاج حـــامض كلوكـــوز  % 6 الحـــاوي علـــى عصـــير التمـــر Nancib et al.(2001)ســـتخدم ا

 Mirdamadi et al.(2002)واجــرى .  L.casei subsp.rhamnosusاللاكتيــك مــن بكتريــا 
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              النشــــا والكلاكتــــوز و  مقارنــــة بــــين مصــــادر كربونيــــة مختلفــــة شــــملت (الكلوكــــوز والســــكروز واللاكتــــوز

نتــــــاج حــــــامض اللاكتيــــــك مــــــن بكتريــــــا اوالنشــــــا المتحلــــــل والشــــــرش) ولــــــوحظ تفــــــوق الكلوكــــــوز فــــــي 

L.bulgaricus  و   L. plantarum  ، ســتخدام النشــاإبينمــا كــان اوطــأ انتــاج للحــامض عنــد  . 

مختلفـة  سـتخدام مصـادر كربونيـةاالـى   Rangaswamy and Ramakrishna (2008) وأشـار

مـــن كـــل مـــن (متحلـــل البكـــاز والســـكروز وعصـــير قصـــب الســـكر والكلوكـــوز والمـــولاس)  % 2بتركيـــز

نتـــاج للحـــامض عنـــد إأعلـــى  م تحقيـــقوتـــ L. delbrueckiiلأنتـــاج حـــامض اللاكتيـــك مـــن بكتريـــا 

  غم/لتر . 20 ذ بلغ انتاجهإستخدام السكروز كمصدر كربوني إ

 تأثير المصدر النيتروجيني -3

ـــات والبيريميـــدينات يعـــد        ـــة والبيورين ـــاء الأحمـــاض الأميني النيتـــروجين مصـــدراً ضـــرورياً لبن

    وبعــــــض التراكيـــــــب الأخــــــرى وتكـــــــون  وبعــــــض الكربوهيــــــدرات والـــــــدهون والمرافقــــــات الأنزيميـــــــة

المصـــادر النيتروجينيـــة فـــي الطبيعـــة علـــى نـــوعين : لاعضـــوية مثـــل امـــلاح الأمونيوم(كبريتـــات 

       الأمونيـوم). أو عضـوية تشـمل الببتـون ومسـتخلص الخميـرة ومـاء نقيـع الـذرةنتـرات  –الأمونيوم 

(Zhang et al.,2007) .  

ففـي  ،ستخدمت عدة مصادر نيتروجينية لأنتاج حامض اللاكتيك من الأحياء المجهريـة ا      

   مــن L(+) Lactic acidلأنتــاج النظيــر الضــوئي  Altaf et al.,(2007)دراســة أجراهــا 

  كـــان  نشـــا ذائـــب %1الســـائل المـــدعم بــــ MRSفـــي وســـط  L.amylophilus GV6بكتريـــا 

   الببتـــــون ومســـــتخلص نيتروجينيـــــة مـــــن بـــــدائل أفضـــــل وخميـــــرة الخبـــــز طحـــــين العـــــدس الأحمـــــر

ــــذرة بتركيــــزك الخميــــرة. ــــع ال ــــا  % 5 مــــا أســــتخدم مــــاء نقي ــــاج حــــامض اللاكتيــــك مــــن بكتري لأنت

Enterococcus flavescens (Agarwal et al.,2008)  وفــــي دراســــة قــــام بهــــا .

Dumbrepatil et al. (2007) زديـاد اسـتخدمت عـدة تراكيـز للمصـدر النيتروجينـي ولـوحظ ا

تركيـز  دبأزديـا L.delbrueckii subs . delbrueckiiكمية الحـامض المنـتج مـن قبـل بكتريـا 

 .مستخلص الخميـرةغم/لتر من  10 حامض بأستخدامللنتاج إأعلى   وبلغالمصدر النيتروجيني 
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 تأثير الرقم الهيدروجيني الأبتدائي -4

نتــاج حــامض اللاكتيــك. وتبلــغ إيعــد الــرقم الهيــدروجيني أحــد أهــم العوامــل المــؤثرة فــي عمليــة       

  . (Huang et al.,2003  )) 6.0-5.0لأحياء المجهرية (االقيمة المثلى لأنتاج الحامض من 

يعــدل الــرقم الهيــدروجيني لوســط التخمــر الــى الوســط المثــالي لنمــو بكتريــا حــامض اللاكتيــك وعنــدما 

أثنــاء التخميــر بأضــافة مــواد  (pH) الـــ نخفــاض فــي هــذا الــرقم بســبب تــراكم الحــامض يعــدلإيحصــل 

وكربونـات الكالسـيوم  وملأمونيـوديوم والبوتاسـيوم والكالسـيوم وامعدلة للحموضة مثل هيدروكسـيد الصـ

(Prescott and Dunn,1959) .  

نتـــــاج حـــــامض      إفـــــي  6.5ســـــتخدام الـــــرقم الهيـــــدروجيني اأشـــــارت العديـــــد مـــــن الدراســـــات الـــــى       

 L.amylophilus GV6نتــــاج الحــــامض مــــن بكتريــــا إســــتخدم هــــذا الــــرقم فــــي االلاكتيــــك ، فقــــد 

(Naveena et al.,2004) ، الأمثـــل لأنتاجـــه مـــن بكتريـــاكـــان هـــذا الـــرقم هـــو وكـــذلك  L. 

plantarum MTCC 1407 (Ray et al.,2009)  نتــاج الحــامض مــن بكتريــا إ. بينمــا تــم

S.bovis  5.5بتعديل الرقم الهيدروجيني للوسط الى  (Yuwono and Hadi,2008)  في حين .

                   بكتريـــامـــن  L (+)Lactic acidنتـــاج النظيـــر الضـــوئي إفـــي  6.7ســـتخدم الـــرقم الهيـــدروجيني ا

B 103 L. rhamnosus (deLima et al.,2010) .  

5- �P-�ارة ا�� "� ;��MN در


  إ�-l��5 در���J ا�*���ارة دوراً &<���9�اً A��K ا�����\�� !-��= !�-����       ���>������0ج ����&% ا�$#����" . و

 A��K �&�����<ارة ا���ت ا�*�����Jإدر ���
 ���HKMiyamoto ذ#��� ،����0ج ا�*���&% &��  ا������ء ا�����

al.(1996) et  ���
��� L.casei 34143أن در���J ا�*���ارة ا��U-��= �����0ج ����&% ا�$#����" &��  �

) c��0�#34.5 ���Jو ������� . ���
�X& ( Huang et al.(2003)  ����0ج� =��-Uارة ا���ا�*�� ���Jأن در

���G^ا�*���&% &��  ا�DAR 36017 R. arrhizus  c��0�#30  . ���
�X& ���� A��K  ���Jا��ر c��0�#

 �

� ھA ا��U-= 27ا�*�ار�X& �G^ا�  & �J��0�NRRL 395 R.oryzae .(Liu et al.,2005) 
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        A���0ج ا�*��&% ھ�� =�-Uارة ا���ا�*� �Jة ا�= أن در�

��  37أ�9رت درا��ت !��X&،  [���


��� إ������&c ھ��Eه ا��رA��K ���J ا��� ����0Bifidobacterium longumج ����&% ا�$#����" &��  �

(Hadadji and Bensoltane ,2006) ودرس .Ostlie et al.(2005)   ���-��C`��R 3ت$��    


��� إ ��D�!Lactobacillusة �����` ���>� �K���_BB 12  Bifidobacterium animalis   A��K

) ���^-��& ���

��� ، و�����t أن 45و 37و 30و 20ا����0ج ����&% ا�$#����" �*��c در���Jت ��ار�X& (

� !����� در����J �����ارة ���H*�
���� .  37أ!-���= ا�����0ج �-*����&% �X&  ���! ً$���LKا�>���$�� إ  ���& q���J��0

L.delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649  ارة���� ���J40!���� در  ���
�X& 

(Busairi ,2010)  .  

 �E5 ا�,�Hح -6

نتاج اللقاح أو البادئ من المراحل المهمة جـداً فـي عمليـات التخمـر الصـناعي وفـي جميـع إيعد       

  خطـــوات تخمـــر اللقـــاح ينبغـــي أن ينمـــو الكـــائن الحـــي المجهـــري بســـرعة وبأعـــداد كبيـــرة بحيـــث تكـــون 

ــــك لضــــرور و المــــدة اللازمــــة للتحضــــين قصــــيرة نســــبياً .  ــــة وذل ــــواتج التخمــــر بقل ــــراكم ن         ة ينبغــــي أن تت

نقل الخلايا الى كميات أكبر من البيئة وهي لاتزال في أطوار نموها اللوغارتمية وعـادةً مـاتكون بيئـة 

 اللقـــاح موزونـــة مـــن أجـــل أعطـــاء نمـــو خلـــوي ســـريع ولـــيس مـــن أجـــل تكـــوين النـــاتج (ســـاجدي وعلـــي 

،1987. (  

حيـث  ،لأحيـاء المجهريـة انتـاج حـامض اللاكتيـك مـن إمختلفـة فـي  ستخدمت حجـوم لقـاحالقد       

نتـاج الحـامض مـن إمـن حجـم الوسـط فـي  % 2حجـم لقـاح مقـداره  King et al .(2006)سـتخدم ا

حجم اللقـاح ذاتـه لأنتـاج الحـامض  Naveena et al.(2004). واستخدم L. acidophilusبكتريا 

لقـاح ضـافة حجـم إ. وفـي دراسـة اخـرى لأنتـاج الحـامض تمـت L. amylophilus GV6من بكتريـا 

لأنتــاج المســتخدم االــى وســط   Lactococcus lactis subs. lactisمــن بكتريــا  % 10مقــدارة 

(Cock and deStouvenel ,(2006) .  
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 ا�-�P	��ة -7

لأحيـــاء انتـــاج لحـــامض اللاكتيـــك مـــن إتباينـــت أوقـــات الحضـــن اللازمـــة للوصـــول الـــى اقصـــى        

نتــاج للحــامض يصــل بعــد مــدة إحيــث أشــارت أغلــب الدراســات الــى أن اقصــى  ،هريــة المختلفــةالمج

نتاجــه مــن ســت عــزلات عائــدة إســتخدمت مــدة الحضــن المــذكورة فــي اذ إســاعة  48حضــن مقــدارها 

 Dumbrepatil  et al.(2008) بينمـا أشـار  ، (Ostlie et al.,2005)لبكتريا حامض اللاكتيك 

  الســــــــلالة الطــــــــافرة  ســــــــاعة لأنتــــــــاج الحــــــــامض مــــــــن  40 أن أفضــــــــل مــــــــدة حضــــــــن كانــــــــت  الــــــــى

L.delbrueckii subsp. delbrueckii UC-3 ســتخدم االتــوالي. و  ،علــىAgarwal et 

al.(2008)  اللاكتيـك مـن بكتريـا  سـاعة لأنتـاج حـامض 36مدة حضن مقـدارهاEnterococcus 

flavscens .  ن ــــــــــن البكتيريتيـــــــــالعزلتيمـــــــن  امضــــــــــــــنتـــــــاج للحإوتـــــــم الحصـــــــول علـــــــى اقصـــــــىL. 

delbrueckii  و L.gasseri ســــــــــــاعة علــــــــــــى التــــــــــــوالي 72و 96حضــــــــــــن  بأســــــــــــتخدام مــــــــــــدتي               

(EL-Hawary et al.,2009).  

نتـــاج لحـــامض اللاكتيـــك مـــن الفطريـــات مـــدة أطـــول مقارنـــةً إويســـتغرق الوصـــول الـــى أعلـــى            

مـدة حضـن  ت)  اسـتخدم (Naranong and Poocharoen ,2001بالبكتريـا ففـي دراسـة قـام بهـا 

 .R.oryzaeأيام لأنتاج الحامض من فطر 5مقدارها 

 

 Cell Immobilization)( لاياتقييد الخ   8 -1

العمليــــة التــــي بواســــطتها تحــــدد حركــــة العوامــــل  عمومــــاً  (Immobilization)يقصـــد بالتقييــــد        

ــــــــل الخلايــــــــا أو مشــــــــتقاتها أو  ــــــــة مث ــــــــاجي ، االمســــــــاعدة الحيوي        ). ويشــــــــير 1990لأنزيمــــــــات (الخف

ذ تقتـــنص الخلايــا أو ربمـــا تلصــق الـــى إمصــطلح تقييـــد الخليــة الـــى حفــظ الخليـــة فــي مكـــان واحــد ، 

. وأشـار (Mahmoud and Helmy ,2009)اسطح لزجـة وتبقـى عائمـة فـي اوسـاط مغذيـة سـائلة 

دها واســـتعمالها علـــى المســـتوى المصـــدر نفســـة الـــى أن هنـــاك أنـــواع مختلفـــة مـــن الخلايـــا يمكـــن تقييـــ

 والخلايــا (Insect cells)وخلايــا الحشــرات  (Animal cells)التطبيقــي تشــمل الخلايــا الحيوانيــة 

 Microbial)والخلايــا المايكروبيــة  (Algal cells)وخلايــا الطحالــب  (Plant cells)النباتيــة 

cells).  
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��" ا�1
&� 	�-<Oات ��(&"  1-8-1�  

     �JوJogdand (1993)   ب�>�e� �5د� �
2��� :اأن &$��D ا��-�� �-�*^Qات ا��-�  

1 -  =-! �

��ت &*��� ��اR-��.ا�*�ي ا��$Q0 


��ت ����0ز ا��^��!$ت ذات ا����Gات ا�����5دة  وذ��"  - 2Q0ا�  & ��D$& �U#أ �
��ن ا��$�


��ت &��-^�.Q0� �^-��& ��W0أ ��K�� ���5)� 

��ن  - 3

��� ا����-^� &�-^�ً.ا��W0 ����ام ا3اQ0� 

4 -  ���H��
: دون �(��ل &>�u اQ�! ���-�! ���5bل أوQ�0�(denaturation)   �! ً$�LK q��

 #-^� ھEة ا��5-�� .ار�^�ع 

5 -  %��5� ���J��
����ت &اQ0�# ت����
Q0����< �U*(Induced enzymes)  @���<ن &��  ا�����
و


��ت !�� إQ0ه ا�Eل ھ$Oة .إ����Hا�� �
 ����ام ا��$

����ن ن ا - 6� ���
&3���5ت ا��*�
��@ �����اد ا��^�!��@ و#���E" ا���Hو&��� �-����اد ا�>���&� &��  C<��@ ا��$

.����! 

 (Biocatalyst)#(ا�� ��H; "�,�F� ا��-<O ا�-�(ي   1-8-2

2�Jogdand (1993) : Aأو_8      �� .�-������H ا��*^Q ا�*��ي  �Dا�K أن  

 ا����ا&q.����ام ا��*^Q ا�*��ي أو ا����ار إ!�دة إ&����0 إ -1

 !�م �-�ت ا����' ����*^Q ا�*��ي. -2


: او ا��-�� ��5-�� ا�����H.ا��� �ز
�دة \< -3Q0� 

�vدي !�-�� ا�����H ا�= ز
�دة ��#�Q ا��*^Q ا�*��ي &�� 
�l-G ا�*���J ا��= &^�!�@  -4 ��O�b

 `^0 ��H*�� :�*ا ا�. ��J��0�  

  .المخمرة المفاعلات من مختلفة أنواع ستغلالإ من التقييد عملية تمكن - 5

 يكون توزيع الأنزيمات اوالخلايا المقيدة منتظماً في كافة أنحاء المفاعل. - 6
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  المواد المستخدمة في التقييد  1-8-3

ـــى العامـــل اويعتمـــد  ةفـــي هـــذا المجـــال كثيـــر  ةن المـــواد المســـتعملإ       ـــد عل ـــار أفضـــلها للتقيي ختي

  .)1990والغرض من التقييد (الخفاجي ، ةالمساعد المراد تقييد

التقييـد  عمليـة فـي بوصفها مسـاندالمواد شائعة الأستخدام  أن  Junyan et al.(2006)أوضح       

 Macromolecule) ومسـاند الجزيئـات الكبيـرة ( Organic  carriersتتضمن المسـاند العضـوية (

carriers) والمساند اللاعضوية (Inorganic carriers.(  

:وتصنف مساند الجزيئات الكبيره الى   

 (Inartificial Materials) مواد غير صناعية -أ

) والكـــــــــايتين Agarلأكـــــــــار (ا) و glutinوالكلـــــــــوتين ( (Carrageenan)تتضـــــــــمن الكاراجينـــــــــان     

)Chitinكيتوزان () والChitosan) والجينات الكالسيوم (Calcium alginate  وخلات السيليلوز (

)Cellulose acetate) والفايبرين (Fibrin ... (لخ.ا 

 )Artificial Synthesized Materialsمواد مخلقة صناعياً ( -ب 

) وكحــول متعــدد Poly acrylamide ,PAMمايــد (تتضــمن بشــكل رئيســي البــولي اكريلأ       

) Poly urethane resin) وراتــنج البــولي يوريثــان (Poly vinyl alcohol,PVAالفاينيــل (

 Polyethyleneيثلــين (ا) وأوكســيد البــولي Photosensitive resin(والــراتنج الحســاس للضــوء

oxide,PEO... (لخ.ا 
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4-8-1  FرO�,� ���R��ا ��4��1,(&" "��),'�ت ا�ا  


  Mahmoud and Helmy(2009)أو_�8        ��
��l أن أن ا��>��� ا��Q�-� A���Uر!�� ا��-�

��ن :ا 
-<A ا���G-<�ت ا2��� �Cر&�  

��ن 1 -
��-� ا��-�
� . ان -� ����! @�*�                                                               ذا ��5 

 -2                                                                                             . ADاEOا�= ا���6 ا� ����bو �����                              

��ن  3 -�����H ان  �H
                                                                 �>��G و�F� ��&� .ط�

��ن ھ��ك 4 –  �                                                 &�#Q ا��>�� . ا�= �B�0ر &U-= &  ا���6 ا�EOاADإ&>��K  ان 

-5 . :�H5ا��                                                                                                            

�0�A .ذو  6-��                                                                                                  \<�ت &�

-7 ��0��                                                                                                 . q!�دة ا����ا&إ ا&

                                                                     ����� K(@ ا��$
� وا��>�� &  ا���6 . 8-

-9 �D$&  q�0�W. �
��-Hا��^�!@ ا�� ��                                                                             

-10 �D$& q�.�
5-�� ور�� ا��$��  

5-8-1  �&
  ط�ق ;��H� ا�1

ن ا��G�ق ذات ا���C$5 ا!-= ا��F: &  و�Jد ط�ق !�
�ة �����H ا��*^Qات ا�*��
�� !��&��ً ا3َ       

 �
� )���H��)Jogdand ,1993 ا��$��: A�2�� �)*��   د 

-1  ) O5-�ا(Entrapment 

        @�Rدا  `>�*��*��Q أو  ����
��ت أو ا��$
� &<�9�ة !-= �8G  ا���دة ا�>��0ة �Q06 ا�>���3


�� وا���را�����Jن �&e
������� &�U@ ا������ت ا����>���م  و�R$ت ا�>��-�-�ز وا��-���J3  وا�<���A ا#�


����ت &��m &*-���ل ا������ة و�*���ث !�-���� ا�*���Q أو ا�*��<` ��ا���u���  �G.ا...Q0أوا� ���
&��Qج ا��$
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�   (Monomeric solution)ا�������� �-����دة ا�>����0ة��
�����: ����5 ذ���" !�-���� ا�<-����ة !��  ط�

� أو #�@ إا��^�!$ت ا��������D أو ��O�ات AK در�J ا�*�ارة D�Cد @�9 �
ذ ��ER ا�<�����ات AK ا����

  �Ob�ة .

       .�-���K ������! ��&ھ� &����<� . ا���L*�
�H �<>��ط��� �LK$ً !�  أن ظ��وف �Gه ا�Eز ھ����

 ��0���O�L0ط ��5% ا��$&��ت �LK$ً !�  ا&  �5% ا��$&�ت و6�BC و���داد ا��*^Q ا�*��ي ا��&

 و�Jد &*�دات ��B�0ر ا���اد ا���س ا��<��ة .

  ) Adsorption( ا/د���ص  2-

صـــــر أيونيـــــة وهيدروفوبيـــــة االأدمصـــــاص أنســـــب طريقـــــة للتقييـــــد ويحـــــدث عـــــن طريـــــق او  يعـــــد       

ن المــزج البســيط بــين المحفــز الحيــوي وراتــنج التبــادل الأيــوني يمكــن أن يحقــق هــذه اوهيدروجينيــة . 

والقــوة الأيونيـة أو تركيــز  الطريقـة. ويحــدث الأدمصـاص بعــد حصـول تغيــرات فـي الــرقم الهيـدروجيني

   .ومن اكثر الراتنجات شيوعاً في الأستخدام هي راتنجات التبادل الأيوني السيليلوزيةالمادة الأساس .

وتمتـــاز هـــذه الطريقـــة بالبســـاطة وتـــوفر البـــوليمرات المســـتخدمة فـــي الأدمصـــاص وملائمـــة ظـــروف 

التحضـير وعـدم وجـود محـددات علـى وصـول المـادة الاسـاس للأنـزيم فضـلاً عـن امكانيـة اســتخدامها 

تتمثــل بأرتشــاح المحفزالحيــوي بســهولة عنــد فملــة والعضــيات . امــا مســاوئ هــذه الطريقــة للخلايــا الكا

حصول تغيرات في الرقم الهيدروجيني او القوة الأيونية وكذلك عند استخدام مادة اساس تحمل نفـس 

  .شحنة المسند

 (Encapsulation)التغليف  -3 

نفاذ يسمح بمرور جزيئات المادة الأساس والناتج دون  هتغلف الخلايا أو الأنزيمات بغشاء شب      

والــــراتنج  (Nylon)مــــن مــــواد النــــايلون  شــــبه النفــــاذأن يســــمح بمــــرور الأنزيمــــات . يتكــــون الغشــــاء 

(Silastic resin)  ترات السيليلوزنوفوسفوليبيدات (Cellulose nitrate phospholipids)   ّالا

  .(large scale use)نها لاتظهر بالقوة الكافية لأستخدامها على المستويات الكبيرة ا
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 تعــد هــذه التقنيــة بســيطة ورخيصــة وتعطــي نســبة مســاحة ســطح /حجــم عاليــة . أمــا مســاوئها       

  توفر حماية وثباتية قليلة للأنزيم المغلف . فهي

 (Flocculation)التكتيل  -4

أن هنالــك بعــض الخلايــا أو  الخلايــا المايكروبيــة بشــكل طبيعــي فــي حــينتتجمــع بعــض أنــواع       

  الأنزيمـــات تتجمـــع بأرتباطـــات عرضـــية مـــن خـــلال مزجهـــا مـــع بعـــض الكواشـــف مثـــل الكلوترالديهايـــد

مايشـــترك أو يـــرتبط مـــع  ) للايســـين فـــي البروتينـــات وغالبـــاً  βالـــذي يتفاعـــل مـــع مجـــاميع الأمـــين ( 

وعلـى الـرغم مـن وجـود كواشـف متنوعـة الاّ أن الكلوترالديهايـد فقـط ن . بروتينات خاملة مثل الألبـومي

  تحت ظروف بسيطة . هي بأستخدام صناعي واسع نظراً لأمكانية تفاعلظح

  الأمور الواجب مراعاتها للحصول على تقييد كفوء  1-8-6

  : (Jogdand ,1993)لكي تكون تقنية التقييد كفوءة يجب مراعاة النقاط الآتية      

 لأنزيم المناسب .اختيار سلالة مناسبة من الكائن المجهري أو إ - 1

 ختيار طريقة التقييد المناسبة .إ - 2

 عدم حصول فقد في الخلايا أو الأنزيمات . - 3

 نتشار لمادة التفاعل .إعدم وجود محددات  - 4

 في المفاعل .نضغاط أو تلف إعدم حصول  - 5

  تية .و ختيار الظروف التي تزيد الفعالية والثبإ - 6

ففــي  ،نتــاج الحــامض منهــا إ متنوعــة لتقييــد خلايــا بكتريــا حــامض اللاكتيــك و  ســتخدمت طــرقا      

ســتخدام مســاند مختلفــة لتثبيــت بكتريــا إتضــمنت al .(2008)    Mirdamadi etدراســة قــام بهــا

L.casei subs. casei ATCC 39392 أكـار -والأكـار % 4 شـملت الجينـات البـاريوم بتركيـز

ـــولي يوريثـــان  % 2بتركيـــز ـــى  ،والب نتـــاج مـــن الحـــامض تحقـــق بأســـتخدام إوأظهـــرت الدراســـة أن اعل

 غم/لتر بعد مـدة حضـن 60 ذ بلغت كمية الحامض المنتجة إالخلايا المثبتة بمادة الجينات الباريوم 

��#�Q ا���دة ا�>���0ة Gundus (2005)   A�Kدرس  و#�H&96  .�!��"�Eارھ�  ��\��حـامض ���0ج ا

ستخدم تراكيز متدرجة من الجينات الصوديوم احيث  L.casei NRRL B-441من بكتريااللاكتيك 
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ـــوحظ أن أعلـــى 3و 2و 1( ـــد التركيـــزإ)% ول ـــاج للحـــامض تحقـــق عن   ذ إمـــن المـــادة الســـاندة  %1 نت

              مــــادة  Sun et al.(1998)ســــتخدم ابينمــــا  ،غم/لتــــر 127.8  ةكميــــة الحــــامض المنتجــــ تبلغــــ

 (poly urethane foam cubes)  لتقييـد خلايـا الفطـرR. oryzae  لأنتـاج النظيـر الضـوئيL 

(+)   Lactic acid  غم/لتر. 60 بلغت كمية الحامض المنتجة  حيث  

  ستخلاص وتنقية حامض اللاكتيكإ  1-9

ســتخلاص وتنقيــة نــواتج التخمــر مــن الأمــور الصــعبة والمكلفــة وتســتخدم عــدة طــرق مــن إيعــد       

نتهــاء عمليــة التخمــر تضــاف كميــة اســتخلاص وتنقيــة حــامض اللاكتيــك، فبعــد إأجــل تحســين عمليــة 

عندها يسخن وسط التخمير ويرشح حيث  10 على pHضافية من هيدروكسيد الكالسيوم لتثبيت الـ إ

بطرائــق   يتحــول كــل حــامض اللاكتيــك الــى لاكتــات الكالســيوم .ويســتخلص الحــامض مــن الســائل 

، فأما أن يركز السائل الى أن تتبلور لاكتات الكالسـيوم ثـم يضـاف حـامض الكبريتيـك لأزالـة متعددة 

خلص يسـتواما ان ككبريتات الكالسيوم ثم يعاد بلورة حامض اللاكتيك كلاكتات الكالسيوم. الكالسيوم 

ثم يستخلص من الكحول بالمـاء الحـار. امـا  (Isopropyl ether) حامض اللاكتيك الحر بواسطة 

لأستر بالماء المغلـي اوتقطيره ثم تحليل  (Methyl ester) بواسطة  فيها الطريقة الثالثة فيستخلص

  ).1989بالتقطير(الحيدري والمصلح ،، ثم يستخلص الحامض بالتبخير والميثانول 

 Magnuson andق الترســــيب فــــي تنقيــــة الحــــامض فقــــد أشــــارائــــســــتخدمت طر اكمــــا       

Lasure(2004)  مكانيــة تنقيــة الحــامض مــن الفطريــات بالترســيب مــن المســتخلص الكحــولي. إالــى                                                             

سـتخلاص وتنقيـة حـامض اللاكتيـك مـن اق ائـونة الأخيرة تركـزت الدراسـات المتعلقـة بطر في الآو       

   يجـــاد طريقـــة بســـيطة بتكـــاليف قليلـــة وبأقـــل مقـــدار مـــن الضـــائعاتإ الســـوائل التخمريـــة علـــى محاولـــة

 ;Timmer et al.,1994)  الســــلبية علــــى البيئــــة المحيطــــة  التــــأثيراتفضــــلاً عــــن تقليــــل 

Matsumoto et al.,1998; Frieling and Schugerl ,1999; Cao et al.,2002).  

ـــــة  ةالمتمثلـــــة بالـــــديلز  (Membrane techniques) ق الأغشـــــيةائـــــوتعـــــد طر          الكهربائي

(Electrodialysis)  والترشــــــيح الــــــدقيق(Nanofilteration)  لتنقيــــــة حـــــــامض  قــــــاً واعــــــدهائطر
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في تنقية الحامض بأستخدام الديلزه الكهربائية عبر  Habova et al.(2004)فقد نجح   .اللاكتيك

  غم/لتر. 151 ذ بلغ التركيز النهائي للحامض إخطوتين 

ق بديلـــة لتنقيــة الحـــامض مـــن الســـوائل ائـــأخيــراً كطر لأيــوني فقـــد أختيـــرت اق التبـــادل ائـــمــا طر ا       

   ففـــي دراســـة قـــام بهـــا،التخمريـــة نظـــراً لمـــا حققتـــه مـــن نتـــائج جيـــدة لاســـيما علـــى المســـتوى المختبـــري

Polat  (2002)  سـتخدام المبـادل إتـمDowex Marathon WBA  فـي تنقيـةL(+)Lactic 

acid  مــن بكتريــاL.casei NRRL B441  وأشــار %95 وبلغــت الحصــيلة النهائيــة للحــامض .

Gonzalez et al.(2006) لـــى أنـــه بعـــد ترويـــق ســـائل التخمـــر أمكـــن تنقيـــة الحـــامض المنـــتج ا       

ـــــــــا  ـــــــــادل أيـــــــــوني تضـــــــــمنت  L.helveticusمـــــــــن بكتري ـــــــــادل ابخطـــــــــوتي تب ـــــــــى اســـــــــتخدام المب          لأول

      نــأيونيفــي حــين تضــمنت الخطــوة الثانيــة اســتخدام المبــادل الا) Lewatile S 2568الكتــأيوني (

(Lewatile S 3428)  .  

 Lactobacillus وراثة بكتريا  1-10

يمثـــــــــــــل أكبرمجموعـــــــــــــة ضـــــــــــــمن عائلـــــــــــــة  Lactobacillus الــــــــــــــ نظـــــــــــــراً لكـــــــــــــون جـــــــــــــنس      

Lactobacteriaceae  نوع) ونظراً للأسـتخدامات الواسـعة لهـذا الجـنس فقـد  100(يحتوي اكثر من

 Canchaya etلوجيـة وكيموحيويـة ووراثيـة مفصـلة عنـه و كـان ذلـك حـافزاً للقيـام بدراسـات مايكروباي

al.(2006). الــ ومن الدراسـات الوراثيـة عـن بكتريـا Lactobacillus  سـلالة  15 تـم تحليـل جينـوم

  ). 3) وتم الحصول على النتائج الموضحة في الجدول ( Zhu etal.2009من هذا الجنس (

المســــتخدمة فــــي هــــذه  Lactobacillus) أن حجــــم الجينــــوم لبكتريــــا 3يتضــــح مــــن الجــــدول (      

  )% . 32.9-51.5تتــراوح بــين () GC) ونســبة (Mb( ة) ميكــا قاعــد1.8-3.3الدراســة يتــراوح بــين (

          تميــــــزت  وأصــــــغر كروموســــــوم  UCC 118  L.salivariusفــــــي حــــــين امتلكــــــت الســــــلالة

كيلـو ) 242 (حجمـه  يبلـغالـذي  ) (Megaplasmid  Pmp 118البلازميـد الكبيـر هـا علـى ئبأحتوا

 أنواع اخرىستة ) كيلو دالتن في 490 -120بحجم ( وجدت بلازميدات  كبيرةكما  ،)Kbقاعدة(
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  السلالة

المحتوى من 

  سايتوسين -كوانين

)GC% (  

حجم 

 الجينوم

(Mb)  

  عدد الجينات

aNCFML.acidophilus  34.7  1.99  1,936  

bATCC367L.brevis 
  46.2  2.34  2,314  

aATCC 334L. casei   46.6  2.92  2,909  

bBL23L.casei   46.3  3.08  3,044  

L.delbrueckii ssp. bulgaricus 
CATCC 11842  49.7  1.86  2,217  

L.delbrueckii ssp. bulgaricus 
C365-BAA-ATCC  49.7  1.86  2,040  

bIFO 3956L.fermentum   51.5  2.10  2,912  

CATCC 33323 L.gasseri  35.3  1.89  1,898  

C4571DPC L.helveticus   37.1  2.08  1,838  

CNCC 533 L.johnsonii  34.6  1.99  1,918  

bWCFS1 L.plantarum  44.5  3.35  3,135  

bF275L. reuteri   38.9  2.00  2,027  

bJCM 1112L. reuteri  38.9  2.04  1,901  

b23K sakeissp. L. sakei   41.3  1.88  1,963  

 salivariusssp.  L.salivarius
bUCC118  32.9  2.13  1,864  
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 .LوL.kalixen و L.intestinalisو  L.hamsteriعائـــدة لـــنفس الجـــنس اشـــتملت علـــى ( 

ingluviei و  L. acidophilus و L. equi((Li et al.,2007)  .  

 2.3و 1.9علــى ثلاثــة بلازميــدات بأحجــام (  L. plantarum WCFS1تحتــوي الســلالة       

 L. salivarius ةبينمـا تحـوي السـلال ، (Vankranenburg et al.,2005)) كيلـو قاعـدة 36و

UCC 118 ) كيلــــو قاعــــدة 44و 20بلازميــــدين بأحجــــام ((Flynn,2001) فــــي حــــين لاتحــــوي ،

موســـوم شـــائعة فـــي خـــارج الكرو  (replicons)الســـلالات الأخـــرى أي بلازميـــد بـــالرغم مـــن أن قطـــع 

  .Lactobacillus  (Wang and Lee ,1997)بكتريا 

ـــا       ـــين حجـــم الجينـــوم لســـلالتين مـــن بكتري            Lactobacillusوتضـــمنت دراســـة أخـــرى المقارنـــة ب

 ، L.plantarumو  L.johnsonii) ميكاقاعدة هما حجما جينومي بكتريـا 3.3و 2.0تبين أن ( و

بتقــدير حجـــم  Dudez et al.(2002).وقــام  (Boekhorst et al .,2004)علــى التــوالي 

  ) كيلو قاعدة .1845± 80يساوي ( هفأتضح أن L.sakei 23Kكروموسوم بكتريا 

) قاعــدة 2 861 848بحجــم مقـدارة( اً حلقيـ اً يحـوي كروموســوم L.caseiوتبـين أن كروموسـوم بكتريــا 

 وكـــذلك.  (Zhang et al.,2008)كيلـــو قاعـــدة  36 ه علـــى بلازميـــد بحجـــم ئـــحتواإ علـــىفضــلاً 

متلــك البلازميــد ابينمــا  % 46.5 ) بلــغ G+Cأن محتــوى الكروموســوم مــن ( نفســها الدراســة أظهــرت

  وطأ محتوى منها .ا
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         لمواد وطرائق العمللمواد وطرائق العمللمواد وطرائق العمللمواد وطرائق العملاااا -2

����ز��وא
�وאد�א
�	��د��א �2−1 �

ات المستخدمة في هذه لأجهزة والأدو ايبين الجدول الآتي لأدوات المستخدمة : الأجهزة و ا  2-1-1

 ركات المصنعة لها .الدراسة والش

  الشركة المصنعة والمنشأ  الجهازاسم   ت

 Sartorious – Germany  (Sensitive balance)ميزان حساس   -1

  meter)   (pH- Mauritius – Germany مقياس الرقم الهيدروجيني  -2

 (Incubator)حاضنة   -3
Fisher Scientific – 

Germany 

 Labtech – Korea (Shaking incubator)حاضنة هزازة   -4

 Tafesa – Germany (Waterbath)حمام مائي   -5

 Motic – Germany (Microscope)مجهر ضوئي   -6

 Hettich – Germany (Centrifuge)جهازطرد مركزي   -7

    Hettich (Cooling centrifuge)جهازطرد مركزي مبرد  -8

 YX – 280  B –China (Autoclave)مؤصدة  -9

 Jeiotech – Korea  (Laminar flow cabinet)حجيرة تلقيح   -10

 Tudor – Korea (Spectrophotometer)مطياف ضوئي   -11

 Memmert – Germany (Oven)فرن   -12

 India -HIMEDIA (Anaerobic Jar)اسطوانة النمو اللاهوائي   -13

 Micropipettes Human – German)    ماصات دقيقة (  -14

 Magnetic Stirrer With Hot Plate (  Labtech- Koreaساخنة(ال جهاز مزج ذو الصفيحة  -15

 Chrom Tech-Taiwan  (Ultraviolet spectrophotometer)جية الاشعة الفوق البنفسمطياف ضوئي ب  -16

 Japan  (Vaccum pump)مضخة تفريغ    17-

 GFL - Germany ( Distiller)    جهاز تقطير  -18
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 Vortex)(  ROMA- Italyمازج    19-

   Cleaver ( Gel electrophoresis)جهاز الترحيل الكهربائي  -20

   Sony- Japan     ( Digital camera)كاميرا رقمية   -21

  

  لأوساط الزرعية والمواد الكيميائية :ا   2-1-2

الشركات و  يبين الجدول الآتي الأوساط الزرعية والمواد الكيميائية المستخدمة في هذه الدراسة     

  المصنعة لها.

  المصنعةالشركة   المادة  ت

 India /HIMEDIA (MRS agar)الصلب   (MRS)وسط  -1

 HIMEDIA  (MRS broth)السائل   (MRS)وسط  2-

 HIMEDIA  (Agar –Agar)أكار - أكار -3

  HIMEDIA  (Simmon Citrate Agar)الستراتسايمون أكار   -4

 HIMEDIA  (Nutrient Broth)وسط المرق المغذي  -5

 HIMEDIA  (Peptone Bacteriological)ببتون   -6

 HIMEDIA  (Muller Hinton Agar)وسط   -7

 HIMEDIA  (Yeast Extract)مستخلص الخميرة  -8

 HIMEDIA  (Agarose)لأكاروزا  -9

 L(+)Lactic acid  HIMEDIAحامض اللاكتيك القياسي   -10

 HIMEDIA  (p-phenyl – phenol)كاشف  -11

 Germany/MERCK (Gelatin)جيلاتين   -12

 MERCK  (Bromo phenol blue)لأزرق اصبغة البروموفينول   -13

 3CO(Calcium Carbonate,Ca  MERCKكاربونات الكالسيوم (  -14

 O)2.7H4  (Magnesium sulphate,MgSO Carloerbaكبريتات المغنيسيوم المائية  -15

 3NONitrate , NaSodium ( Carloerba(نترات الصوديوم  -16
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 الشركة المصنعة  المادة  ت

17-  
 Potassium Monohydrogen)فوسفات البوتاسيوم احادية الهيدروجين

)4HPO2, KePhosphat 
England /Analar 

 USA/Sigma (Dinitro Salecylic Acid 3,5)ثنائي نترو حامض السالسليك  -18

 Cl4Chloride, NH(Ammonium  Carloerbaكلوريد الأمونيوم (  -19

 Carloerba (Urea)يوريا  -20

 2lCCa (Calcium Cloride , Carloerba(كلوريد الكالسيوم  -21

 BDH/ England (Phenol Red)الفينول ألأحمر   -22

 O)2. 5H4(Copper Sulfate , CuSO BDHكبريتات النحاس المائية   -23

 BDH (Dioxane)الدايوكسان  -24

 BDH (Isoprobanol)الأيزوبروبانول -25

 SO 2)4(Ammonium sulfate ,( NH  BDH 4(م كبريتات الأمونيو   -26

 GCC/ U.K ( Absolute Ethanol)ثيلي مطلق اكحول   -27

 GCC  (Ethanol) %70ثيلي اكحول   -28

 GCC (Aceton)سيتون ا  -29

 THOMAS  BAKER (Sodium Hydroxide , NaOH)هيدروكسيد الصوديوم   -30

 BDH (Chloroform)كلوروفورم   -31

 COOH)3cid , CHacetic a(Glacial  BIOSOLVEحامض الخليك الثلجي   -32

 Analytical Rasayan (Hydrochloric Acid , HCL)حامض الهيدروكلوريك   -33

 MUMBAI  400-030 (Bromocresol  green)صبغة البروموكريسول الخضراء  -34

 4SO2ric  Acid , Hu(Sulf SEARLE(حامض الكبريتيك   -35

 THOMAS BAKER (Sodium  Chloride , NaCl)كلوريد الصوديوم   -36

 O)2(Manganese Sulphate . 4Hكبريتات المنغنيز المائية   -37
Riedel –De -Haen AGseelze  

Hannover – W.Germany 

 2O2peroxide , H(Hydrogen   Manufacture(بيروكسيد الهيدروجين   -38

 reagent)   (Kovac’s Bio Mer’ieux - W. Germany كاشف كوفاكس  -39

40-  (Sodium  dodycyl  Sulphate)  SDS  BDH 
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 الشركة المصنعة  المادة  ت

41- 
  , diAmmonium hydrogen Citrate )ثنائية الأمونيوم   سترات

)7O6H6C 2)4(NH  

Riedel-De-Haen AGseelze  

Hannover-W. Germany 

 MERCK    صفائح السليكا  -42

43- EDTA)2(diSodium. Ethylene diamine Tetra acetic Acide , Na Carloerba 

 (VSI)معهد المصول واللقاح العراقية  (Gram stain)صبغة غرام   -44

45-  
 -Tetra methyl P)رباعي مثيل بارافينيلين ثنائي امين ثنائي هيدروكلورايد

Phenylen diamine dihydrochloride )   
BDH  

 Sigma  (Ethidium  bromide)بروميد الأثيديوم   -46

 Sigma   (Lactose)اللاكتوز  -47

 BDH (Sucrose)السكروز   -48

 India /AFCO (Glucose)الكلوكوز -49

 HIMEDIA  (Mannitol)مانيتول   -50

 HIMEDIA (Sorbitol)سوربيتول   -51

 HIMEDIA (Inositol)اينوسيتول  -52

 HIMEDIA (Rhamnose)رامينوز  -53

 HIMEDIA (Arabinose)ارابينوز   -54

 HIMEDIA (Melibiose)مليبايوز  -55

 HIMEDIA (Tween 80) 80توين   -56

 HIMEDIA (Tris base)الترس القاعدي   -57

 HIMEDIA (Amberlite IR-400) الأيوني المبادل  -58

 Amberlite IR-120 (H)  HIMEDIAالأيوني  المبادل   -69

 BD BBL (Rabbit blasma)بلازما الأرنب   -60

 HIMEDIA (Lysozyme)اللايسوزايم   -61

 HIMEDIA (Malachite green)صبغة   -62

 Bioanalyse (Antibiotec disks)اقراص المضادات الحيوية   -63
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� :�א
��لط�א�ق�  ��2−2 �

  جمع العينات    1-2-2  

 العينــات هشــتملت هــذا Lactobacillusمــن مصــادر مختلفــة  لعــزل بكتريــا  عينــة30تــم جمــع      

تــم جلبهــا حيــث لألبــان الرائبــة المعمليــة، الألبــان الريفيــة والشــرش و اعلــى  الحليــب الخــام والمخلــلات و 

  الى المختبر بأنابيب بلاستيكية معقمة محكمة الغلق.

      Lactobacillus  عزل وتشخيص بكتريا    -22-2  

     ةالمستخدم ةوساط الزرعيلأ ا – 1-2-2-2

  )  DeMan Rogosa and  Sharpe Agar( ) الصلبMRS( وسط   - أ 

ليمــات حســب تعب وحضــر ،وحفظهــا Lactobacillus بكتريــا دم هــذا الوســط لعــزل وتنقيــهاســتخ     

 ةمـن المـاء المقطـر وبعـد اتمـام عمليـ ةغـم مـن الوسـط فـي كميـ 67.15 ذابـةأوذلك ب ةالمجهز  ةالشرك

وتــم  ، ةدقيقــ  15لمــدة  ئويــةم 121 ةبدرجــة حــرار  ةعقــم بالمؤصــدو  .لتــر1 اكمــل الحجــم الــى  ةالاذابــ

  .  (slant)لعمل  مائلةبه في اطباق بتري وانابيب ص

    السائل )MRSوسط (  -ب  

 ةتعليمـات الشـركحسـب بوحضـر    Lactobacillusاستخدم هذاالوسط لتنمية وتنشيط بكتريـا      

كمــل أ  ةذابــوبعــد اتمــام عمليــة  الأ، مــن المــاء المقطــر  ةغــم فــي كميــ 55.15ذابــة أوذلــك ب ةالمجهــز 

   . ةع في انابيب اختبار وعقم بالمؤصدوز ثم  ،لتر  1الحجم الى 

  )(  Motality test medium  ختبار الحركة  إوسط  -ت  

غـــم مـــن مســـحوق  20 كـــار الـــى ا –غـــم مـــن مســـحوق الأكـــار  4حضـــر هـــذا الوســـط بأضـــافة      

Nutrient broth) تمام الاذابة أكمـل الحجـم ا) وأذيبت المحتويات في كمية من الماء المقطر وبعد
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ف عـن لتر ، ثم وزع الوسط في  أنابيب وعقمت بجهاز المؤصـدة . اسـتعمل هـذا الوسـط للكشـ 1الى

 .)   Collee  et al.,  1996( البكتريا على الحركةقابلية 

 )Indol  test medium(  ختبار الأندول إوسط  -ث  

 غــم مــن كلوريــد الصــوديوم فــي كميــة مــن المــاء 5 غــم ببتــون و 20حضــر هــذا الوســط بأذابــة       

  المقطر بالماء لتر 1أكمل الحجم الى   7.4 الرقم الهيدروجيني الى  ضبطالمقطر وبعد 

  ) .2008(وحيد ، وعقمت بالمؤصدة ثم وزع الوسط في أنابيب 

  )  ,SCA Simmons Citrate Agar( وسط استهلاك السترات  -ج  

غــم مــن الوســط فــي  24.28حســب تعليمــات الشــركة المجهــزة وذلــك بأذابــة بضــر هــذا الوســط ح     

نابيب اختبار التر ووزع في  1 تمام عملية الاذابة أكمل الحجم الى إوبعد  ،كمية من الماء المقطر 

 وعقم  بالمؤصدة .

  )  Gelatin Liquification Medium (  وسط تحلل الجيلاتين  -ح 

 Nutrientمــل مـن الوســط الغـذائي الســائل ( 100 غــم مـن الجيلاتــين فـي  10حضـر بأذابـة      

broth  سـتخدم هـذا الوسـط لأختبـار اوعقـم فـي المؤصـدة .   6.5الرقم الهيـدروجيني الـى  ضبط) ثم

  نزيم الجيلاتينيز .انتاج إقابلية البكتريا على 

   ( Carbohydrate fermentation medium )           ر الكربوهيدرات يوسط تخم  -خ 

في اختبـار التحـوير  مـع بعـض  . Collee  et al)1996اسـتخدم الوسـط الموصـوف مـن قبـل (     

  (MRS)حيـث حضـرت مكونـات وسـط  .ر السـكريات يـعلـى تخم Lactobacillus قابليـة بكتريـا 

غــم  10 لــذا فــأن الوســط  المــذكور يتكــون مــن  ،مــن الكلوكــوز  ومســتخلص  اللحــم ةليــالســائل الخا

غــم  2 ] و 4HPO2K[ ةغــم فوســفات البوتاســيوم الثنائيــ 2 و ةغــم مســتخلص الخميــر  5 و ببتــون

غم  0.2 و  ةالمائيغم كبريتات المنغنيز  0.05 و  ])6H 6C 2)4NH 70 [  مونيومثنائية الأ  سترات
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ثـــم   6.5الـــرقم الهيـــدروجيني الـــى  ضـــبط.و   Tween  80مـــل 1 و ةكبريتـــات المغنيســـيوم المائيـــ

ثـم وزع فـي انابيـب  % 0.05يـز تركبواضـيف دليـل الفينـول الاحمـر  % 1اضيفت السـكريات بنسـبة 

  المؤصدة. وعقمت في 

                                                                   Agar Muller  Hintonوسـط  -د   

.وحضــر هــذا الوســط  ةالبكتريــا للمضــادات الحيويــ ةهــذا الوســط للكشــف عــن حساســي اســتخدم     

وبعــد اتمــام  فــي كميــة مــن المــاء المقطــر ، غــم 38وذلــك بأذابــة  ةالمجهــز   ةحســب تعليمــات الشــركب

.                                                                                                                            ةلتر وعقم بالمؤصد 1اكمل  الحجم الى   ةعملية الأذاب

    ليل المستخدمة االكواشف والمح  2-2-2-2   

 )Catalase reagentكاشف الكاتليز (  -أ

للتحـري عـن قابليـة البكتريـا علـى انتـاج  % 3مـادة بيروكسـيد الهيـدروجين بتركيـز  ستخدمتا     

  . 2008) انزيم الكاتليز ( وحيد ، 

   (Oxidase reagent)وكسديز كاشف الأ   - ب

ـــــــد  %1 حضـــــــر      ـــــــائي هيدروكلوراي ـــــــائي امـــــــين ثن ـــــــارافنيلين  ثن ـــــــل ب ـــــــاعي مثي مـــــــن مـــــــادة رب

(Tetramethyl p-phenylen-diamine dihydrochloride)  المجهـزة مـن شـركة       

(BDH)  ،2008( وحيد. (  

 Kovacs reagent)كاشف كوفاكس (  -ج

  . الفرنسية   Bio –merieuxالمجهز من شركة      

  (Gram stain)صبغة غرام   -د

  )(VSIالمجهزة من معهد المصول واللقاح العراقية      

 (Normal saline)محلول الملح الفسلجي  -هـ

غم من كلوريد الصوديوم في كمية من الماء المقطر وبعد  0.85 حضر هذا المحلول بأذابة     

  مل بالماء المقطر .  100كمل الحجم الى ااتمام الأذابة 
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   Malachite greenصبغة    - و

فــي كميــة مــن المــاء  Malachite green  مــادةمــن غــم  5ذابــة هــذه الصــبغة بأ تحضــر      

  .)Garg  , 2003 (الماء المقطر ب مل 100 اتمام الأذابة اكمل الحجم الى دالمقطر وبع

   المضادات الحيوية   -ز

                               :شملت قدو  Bio- analyseاستخدمت اقراص المضادات الحيوية  المجهزة من شركة      
� Ciprofloxacin            (CIP)     (5mcg) 

� Clindamycin              (DA)     (2mcg) 

� Tetracycline               (TE)    (30mcg) 

� Nalidixic  acid          (NA)   (30 mcg) 

� Cefotaxime              (CTX)   (30mcg) 

� Neomycin                   (N)     (30mcg) 

� Cloramphenicol         (C)      (30mcg) 

� Sulphamethoxazole (SMZ) (100mcg) 

� Oxacillin                  (OX)       (1mcg) 

  

  ) % 10و 7.5و 4.5و 1.5 كيز (امحاليل كلوريد الصوديوم بالتر    -ح

غـــــم مـــــن كلوريـــــد )  10و 7.5و 4.5و 1.5الكميـــــات الآتيـــــة(أذابـــــة هـــــذه المحاليـــــل ب تحضـــــر      

  السائل .  MRSمل من وسط  100في  انفرادالصوديوم كل على 
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    طريقة العزل والتشخيص 3-2-2-2  

  -لآتي :ايمكن تلخيص عملية العزل والتشخيص بالمخطط      

  للبن أو الشرش أو المخللاتاو اعينات الحليب 

 

  تحضير تخافيف

  مل من المحلول الملحي الفسلجي  9 مل من العينة + 1 

���10	تحضر التخافيف لغاية  × 1�  

  

  مل من كل تخفيف ونشرها في طبق يحوي    0.1 سحب 

  الصلب (يعمل مكررين لكل تخفيف)  MRSعلى وسط 

  

  ساعة 48مئوية لمدة  37 حضن في درجة حرارة 

  سطوانات النمو اللاهوائيةافي ظروف لاهوائية بأستخدام 

  

  م نشرها بطريقة التخطيطثنتقاء المستعمرات ا

  المستعمرات لغرض تنقية (كررت العملية ثلاث مرات)

  

  التشخيص

  

               

  فحوصات مجهرية                            فحوصات كيموحيوية         
 

 Lactobacillus): عزل وتشخيص بكتريا 2مخطط ( 
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   Lactobacillusتشخيص بكتريا    4-2-2-2

 Krieg and Holt )  فـي ماجـاء علـى وفـقLactobacillus   بكتريـاشخصـت عـزلات         

    .التشخيصفي  ةحيويوالفحوصات الكيمو  ةلأعتمادعلى الصفات المظهرياحيث تم   (1984,

    :ةالفحوصات المجهري  1-4-2-2-2

   تصبيغ البكتريا  1-   

  صـــبغة غـــرامالخلايـــا ب الصـــلب وتـــم تصـــبيغ MRSعلـــى وســـط ة الناميـــنتقاءالمســـتعمرات اتـــم      

   .وتجمعاتهاللتعرف على شكل الخلايا 

 : ةاختبار الحرك 2-

تتراوح لمدة  ئويةم 37  وحضنت بدرجة ةبطريقة الطعن ةبأختبار الحركة لقحت الأنابيب الخاص     

  .  الأختباريجابية اعلى  ةانتشار النمو خارج حدود الطعنه دلال نا. ة) ساع24-48(بين

  Biochemical tests) ( ةالفحوصات الكيموحيوي  2-4-2-2-2

  )Catalase testختبار الكاتاليز (إ 1-

مــــن كاشــــف  ةمــــع قطـــر  ةســـاع 18-24)بعمــــر ( بكتيريــــة ةبمــــزج مســـتعمر  جـــري هــــذا الأختبـــارا     

ن ا  .ةنظيفـ ةزجاجيـ ة) علـى شـريح  أ2-2-2-2- ( ةالمحضر في الفقر  %3 بيروكسيد الهيدروجين 

  ). 2008(وحيد، ختبارظهور الفقاعات دليل على ايجابية الأ

   ) Oxidase testلأوكسديز (اختبار إ 2-

) الـى stickبواسـطة عـود خشـبي معقـم ( ة) سـاع18-24(يتـراوح بـينبعمـر  ةبكتيريـ ةتم نقل مسـتعمر 

تحـول لـون المسـتعمرة الـى اللـون البنفسـجي فوكسـديز. مـن كاشـف الأ ةورقة ترشـيح وأضـيف لهـا قطـر 

 .)2008(وحيد ، الأختبارمق دليل على ايجابية الغا
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  )Gelatinase testختبار الجيلاتينيز(إ 3-

من مزروع  ) ح 2-2-2-1- ( ةعلى وسط الجيلاتين المحضر في الفقر  ةلقحت الأنابيب الحاوي     

 48لمـدة  مئويـة 37  بدرجـةالصـلب بطريقـة الطعـن وحضـنت  MRSعلـى وسـط  ةالعـزلات المنشـط

دون  الســائلةن بقــاء الوســط فــي حالتــه ا .هــاء مــدة الحضــن وضــعت فــي حمــام ثلجــينتا.وبعــد  ةســاع

  ).Malathi and Jyostna ,2009لأختبار (ايجابية اتصلبه دليل على 

  ) Citrate utilizationستهلاك السترات (إ 4-

ــــــى الوســــــط الزرعــــــي ( ةســــــاع 24 زرعــــــت العــــــزلات بعمــــــر      ــــــر ) المحضــــــر فــــــي SCAعل ة            الفق

لأزرق اأيـام .تغيـر لـون الوسـط الـى  7لمـدة  ئويـةم  37 ة) ثـم حضـنت بدرجـة حـرار  ج 1-2-2-2- (

  ).2008(وحيد، ةموجب نتيجةيعد 

 )Indol  test( ندولالأ  إختبار 5-

سـاعة . وحضـنت  (18-24)لقحت الأنابيب الحاوية على وسط الأندول بمزروع بكتيري بعمـر       

بضـع قطـرات  أضـيف اليهـابعـد اكمـال مـدة الحضـن و  سـاعة (24-48)مئوية لمـدة  37 بدرجة حرارة

  ). 2008اللون الأحمر يعد نتيجة موجبة ( وحيد ،  ظهور ،من كاشف كوفاكس

     ( Sugar fermentation test) ر السكرياتيتخم إختبار 6-  

ســـاعة وحضـــنت  24ســـكريات بمـــزارع عمرهـــا ال ريـــلقحـــت الانابيـــب الحاويـــة علـــى وســـط تخم        

ايــام مــع فحــص النتــائج يوميــا . تغيــر لــون الوســط الــى اللــون الاصــفر يعــد  5مئويــة لمــدة 37 بدرجــة

 .  ( Collee et al. , 1996)نتيجة موجبة 
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   بتراكيز ملحية مختلفة  ختبار قابلية البكتريا على النموإ 7-

الســــائل والحــــاوي علــــى تراكيــــز ملحيــــة مختلفــــة  MRSلأنابيــــب الحاويــــة علــــى وســــط القحــــت       

  37  ساعة ثم حضـنت بدرجـة  24 ) بمزروع بكتيري نشط بعمرح 2-2-2-2-المحضرة في الفقرة (

يجابيـة اعلـى النمـو فـي تلـك التراكيـز الملحيـة دليـل علـى  ن قابليـة البكتريـاا .سـاعة 24  ةمئويـة لمـد

  .(Reuter et al.,2002)لأختبار ا

      اختبار الحساسية للمضادات الحيوية 8-

سـاعة علـى   24السـائل بعمـر  MRSمل من مزروع بكتيري منشط على وسـط 0.1 تم نشر       

علـــى ســـطح الوســـط ثـــم وضـــعت اقـــراص المضـــادات الحيويـــة  ،الصـــلب  Muller Hintonوســـط 

تثبـيط م قيـاس اقطـار تـمال مدة الحضن تساعة . وبعد اك 24مئوية لمدة  37 وحضنت بدرجة حرارة

  نموالبكتريا (ملم) . 

   Lactobacillusحفظ عزلات بكتريا  5-2-2-2   

الصلب بشكل مائـل بـالعزلات البكتيريـة وحضـنت فـي   MRS حاوية على وسط  بيلقحت أناب     

  .ياً شهر  حيث تم تجديد المزارعحفظت في الثلاجة  ثم ساعة 48 مئوية لمدة  37  درجة حرارة

    لأنتاج حامض اللاكتيك  Lactobacillusغربلة عزلات بكتريا   3-2-2

   العزلات المستخدمة في الدراسة   1-3-2-2

عزلــة عزلــت فــي هــذه الدراســة 20 منهــا  Lactobacillusعزلــة مــن بكتريــا  24 ســتخدمت ا     

ضــافة الـــى ثـــلاث عـــزلات تـــم الحصـــول عليهـــا مـــن كليـــة الطـــب البيطـــري /جامعـــة بغـــداد.أما العزلـــة ا

  وقد تم الحصول عليها من كلية الزراعة /جامعة بغداد. L. acidophilusلأخيرة فكانت بكتريا ا
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    تحضير اللقاح   2-3-2-2

  ،لغــرض تحضــير اللقــاح) ب 2-2-2-1- الســائل المحضــر فــي الفقــرة ( MRSســتخدم وســط ا     

مل لكل أنبوبة ثم عقم بالمؤصدة .وحضر اللقـاح لكـل 5 نابيب بواقع احيث وزع الوسط المذكور في 

ـــــة مـــــن عـــــزلات بكتريـــــا  ـــــل عـــــروة كاملـــــة  Lactobacillusعزل المســـــتخدمة فـــــي هـــــذه الدراســـــة بنق

(Loopfull)  مــن العزلــة المنمــاة علــى وســط(MRS)  انفــرادكــلاً علــى ( أ) 2-2-2-1-( الصــلب( 

لأنابيـب االسـائل المحضـر أعـلاه وحضـنت  MRSلأنبوبة المخصصة لهـا الحاويـة علـى وسـط االى 

  ساعة للحصول على اللقاح. 18 مئوية لمدة  37 في الحاضنة على درجة حرارة 

    لأنتاجاتحضير وسط   3-3-2-2

ذ إ Lactobacillusنتاجي لغربلة عـزلات بكتريـا االسائل أيضاً كوسط  MRS ستخدم وسط ا      

وتــم  عبــوةمــل لكــل 10مــل وبواقــع  20 ســعة محكمــة الغلــق (Vials)زجاجيــة  عبــواتتــم توزيعــه فــي 

لات الــى درجــة حــرارة الغرفــة أصــبحت جــاهزة لعمليــة اتعقيمهــا بجهــاز المؤصــدة وبعــد ان بــردت الفيــ

 التلقيح.

   لأنتاج اتلقيح وسط   4-3-2-2

 ربــع لااالعــزلات مــن مــن حجــم الوســط لكــل  %2 لأنتــاج بحجــم لقــاح مقــداره اتــم تلقــيح وســط       

وبأســتخدام  ســاعة  48مئويــة لمــدة  37ت التنميــة بدرجــة حــرارة مــوالعشــرين التــي شــملتها الغربلــة وت

               والحاضــــــــــنة الهــــــــــزازة (Static)شــــــــــتملت علــــــــــى الحاضــــــــــنة الســــــــــاكنة اظــــــــــروف نمــــــــــو مختلفــــــــــة 

(Shaker incubator) سطوانة النمو اللاهوائيادورة/دقيقة و  100  بسرعة رج     (Anaerobic 

jar)   ســتخدام جهــاز الطــرد المركــزي نتهــاء مــدة الحضــن فصــلت الخلايــا عــن وســط التخمــر بأاوبعــد

سـتخدم الراشـح لتقـدير افـي حـين  هملـت الخلايـاادقـائق حيـث  10دقيقـة لمـدة  دورة/  5000  بسـرعة

  فضلاً عن قياس الرقم الهيدروجيني لوسط التخمر. كمية حامض اللاكتيك
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    تقدير حامض اللاكتيك   4-2-2

 قدرت كمية حامض اللاكتيك خلال جميع مراحل الدراسـة بأتبـاع الطريقـة الموصـوفة مـن قبـل      

(Hadzja ,1974) سي لحامض اللاكتيك.اعتماداً على المنحنى القياو  مع بعض التحوير  

   عمل المنحنى القياسي لحامض اللاكتيك    1-4-2-2 

   لمحاليل المستخدمة ا1-

   مايكروغرام/مليلتر (100) قياسيمحلول حامض اللاكتيك ال   •

 ملغم من حامض اللاكتيك في كمية من الماء المقطر 10حضر هذا المحلول بأذابة      

  مل بالماء المقطر. 100لأذابة أكمل الحجم الى اتمام ا وبعد   

   ع)1محلول هيدروكسيد الصوديوم (   •

غم من هيدروكسيد الصوديوم في كمية من المـاء المقطـر وبعـد  4حضر هذا المحلول بأذابة      

  مل بالماءالمقطر.100 لأذابة أكمل الحجم الى اتمام ا

   %4محلول كبريتات النحاس    •

 في كمية من الماء  O2.5H 4(CuSO(غم من كبريتات النحاس المائية 4حضر بأذابة 

  مل بالماء المقطر.100لأذابة أكمل الحجم الى اتمام االمقطر وبعد   

    p-phenyl phenol % 1.5كاشف    •

  يثانول.ا%95مل من   100 غم من الكاشف في  % 1.5 حضر بأذابة      

 -لآتي:احسب الجدول ب ](1)حضرت تراكيز متدرجة من حامض اللاكتيك [محلول رقم      
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   طريقة التقدير 2- 

مايكروليتر من كل  400 الى  ع)1مايكروليترمن محلول هيدروكسيد الصوديوم ( 200 أضيف  1-

أعلاه الموضوعة في أنابيب ذات سـدادات وحضـنت علـى المذكورة في تركيز من التراكيز المحضرة 

  دقيقة. 30 مئوية لمدة  38 درجة حرارة 

لأنابيـب احكـام غلـق الأنابيـب وبعـد امل من حامض الكبريتيك المركز لكل أنبوبة من  4أضيف  2-

  دقائق . 5مغلي لمدة وضعت في حمام مائي 

مـايكروليترمن محلـول كبريتـات  40لأنابيب بوضعها في حمام مـائي ثلجـي ثـم أضـيف لهـاابردت  3-

 النحاس ومزجت جيداً .

لأنابيـب احكام غلـق انبوبة وبعد ا) لكل (p-phenyl phenolمايكروليترمن كاشف  80أضيف  4-

  دقيقة . 30دقيقة لمدة  دورة/ 100  وضعت في حاضنة هزازة وبسرعة رج

  ةرقم الأنبوب

حجم حامض 

  اللاكتيك

  (مليلتر)

حجم الماء 

  المقطر

  (مليلتر)

الحجم 

  النهائي

  (مليلتر)

  تركيز حامض اللاكتيك

  (مايكروغرام/مليلتر)

1 0.0 1.0 1.0 0.0 

2 0.05 0.95 1.0 5.0 

3 0.10 0.90 1.0 10 

4 0.15 0.85 1.0 15 

5 0.20 0.80 1.0 20 

6 0.25 0.75 1.0 25 

7 0.30 0.70 1.0 30 
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لأمتصـــاص لكـــل تركيـــز(ثلاث مكـــررات) فـــي جهـــاز المطيـــاف الضـــوئي عنـــد طـــول اتمـــت قـــراءة  5-

كتيــك لاالورســم المنحنــى القياســي لأمتصــاص الضــوء مقابــل تركيــز حــامض  نــانوميتر. 560مــوجي 

  ) .  1(شكل 

  

  

  .حامض اللاكتيك ل ): المنحنى القياسي 1الشكل (  

     

قدر حامض اللاكتيك في وسط التخمر خلال جميـع مراحـل الدراسـة بـنفس  الخطـوات المتبعـة فـي   

ستبدال محلول حامض اللاكتيك القياسي بوسط التخمر بعد تخفيفه الى اعمل المنحنى القياسي عدا 

  المناسب .التخفيف 
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     من العزلتين المنتخبتين . تحديد الظروف المثلى لأنتاج حامض اللاكتيك 5-2-2

 المنتخبتـــين نتــاج حـــامض اللاكتيــك مـــن العــزلتينإتمــت دراســة عـــدد مــن العوامـــل المــؤثرة فـــي       

النيتروجينـي  التمـر ونـوع المصـدرلأنتـاجي وتركيـز عصـير اشتملت هـذه العوامـل علـى: نـوع الوسـط ا

 لأبتدائي للوسط ودرجة حرارة الحضن وحجم اللقاح .اوتركيزه والرقم الهيدروجيني 

   تأثير نوع الوسط   1-

   تحضير عصير التمر  .أ

 AL-Obaidi etالموصــوفة مــن قبــل  علــى وفــق الطريقــةحضــر عصــير التمــر الزهــدي      

al.(1987)  ـــي الـــى ـــك بأضـــافة لتـــر مـــن المـــاء المغل     زالـــة اهـــدي (بعـــد الز  تمـــر غـــم مـــن 500وذل

جريــت لــه عمليــة ترشــيح المــدة ليلــة كاملــة للحصــول علــى العصــير الــذي  هوتركــ لأ قمــاع)االنــوى و 

ـــائق  10دورة/دقيقـــة لمـــدة  (5000)مركـــزي بســـرعة نبـــذبأســـتخدام قمـــاش الملمـــل أعقبهـــا عمليـــة  دق

المطلوبـة مـن السـكريات للحصول عليه بشكل رائق .ثم خفف العصير المتحصل عليه الـى النسـبة 

  المختزلة .

  تقدير السكريات المختزلة   .ب

عتمـاداً علـى او  Miller (1959)قـدرت السـكريات المختزلـة فـي وسـط عصـير التمـر بطريقـة      

  المنحنى القياسي للكلوكوز كسكر مختزل .

  عمل المنحنى القياسي للكلوكوز ج . 

      المحاليل المستخدمة -

  :(1mg /ml)محلول الكلوكوز الخزين     •

تمام عمليـة اغم من الكلوكوز في كمية من الماء المقطر وبعد  0.1حضر هذا المحلول بأذابة      

  مل بالماء المقطر.100لأذابة أكمل الحجم الى ا
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 ثنائي نيتروحامض السالسيليك  5,3محلول     •

( 3,5,Dinitrosalicylic acid ,DNSA)                                                            

تمام عملية امل من الماء المقطر وبعد  50غم من المادة في  1حضر هذا المحلول بأذابة         

ـــم أضـــيف  2مـــل مـــن هيدروكســـيد الصـــوديوم ( 20لأذابـــة أضـــيف ا غـــم مـــن ترتـــرات  30مـــولر) ث

مـل  100  اكمـل الحجـم الـى  لأذابـةاتمـام اوبعـد   O)2.4H6KNaO4(CuHالصوديوم البوتاسـيوم

  بالماء المقطر.

  -لآتية :احسب الخطوات بتم عمل المنحنى القياسي للكلوكوز      

 0.7و 0.5و 0.3و 0.1خفف محلول الكلوكوز القياسي بالماء المقطر للحصول علـى التراكيـز( 1-

 لآتي :احسب الجدول ب) ملغم/مل 1.0و 0.9و

 

 

  

  

  

  

  

 

 

 

 

  

  ةلأنبوبارقم 
  محلول الكلوكوزحجم 

  الخزين (مل)

  حجم الماء المقطر

  (مل)

كمية الكلوكوز    

  (ملغم/مل)

1 0.0 1.0 0.0 

2 0.1 0.9 0.1  

3 0.3 0.7  0.3 

4 0.5 0.5 0.5 

5 0.7 0.3 0.7 

6 0.9 0.1 0.9 

7 1.0 0.0 1.0 
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 5ئي مغلـي لمـدة الكـل أنبوبـة ووضـعت فـي حمـام مـ (DNSA 3,5)مـل مـن كاشـف  1أضـيف  2-

  دقائق.

  نتهاء مدة الغليان مباشرة .الأنابيب في حمام مائي ثلجي بعد ابردت  3-

                                         مــل مــاء مقطــر لكــل أنبوبــة وتــم رجهــا جيــداً . 5أضــيف  4-

سـتعمل انـانوميتر و  540 لأمتصاص في جهاز المطياف الضوئي على طول موجي اتمت قراءة  5-

  . (Blank)لأول في تصفير الجهازالأنبوب ا

 540لأمتصـاص علـى الطـول المـوجي استحصل المنحنى القياسي برسـم العلاقـة البيانيـة بـين او      

  ) .2(ملغم) وكما موضح في الشكل (نانوميتر وكمية الكلوكوز

  

  

بطريقــــــــــة                        ) : المنحنــــــــــى القياســــــــــي لتقــــــــــدير الكلوكــــــــــوز (الســــــــــكريات المختزلــــــــــة) 2شــــــــــكل ( ال

(3,5 Dinitro salicylic acid,DNSA).  
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ستخدم نوعـان مـن ا المنتخبتين نتاج حامض اللاكتيك من العزلتينإولبيان تأثير نوع الوسط في      

  لأوساط :ا

  السائل . MRS: صناعي يتمثل بوسط لأول ا

سـكريات مختزلـة وتـم تدعيمـه % 2 : طبيعي يتمثل بوسط عصير التمر الذي تم تخفيفـة الـى  الثاني

 250. وزع الوسط في دوارق حجمية سعة  % 1 وكربونات الكالسيوم  % 0.5 بمستخلص الخميرة 

 مل لكل دورق . وبعـد تعقيمهـا تمـت تنميـة العـزلتين فـي حاضـنة سـاكنة بدرجـة حـرارة  50مل بواقع 

  ساعة. 48مئوية لمدة  37
 

   التمر عصير تركيز تأثير  2-

)% 10و 8و 6و 4و 2خفــف عصــير التمــر ليعطــي تراكيــز متدرجــة مــن الســكريات المختزلــة (     

لأمثـل مـن عصـير التمـر لأنتـاج الحـامض افضلاً عـن المعاملـة الخاليـة مـن العصـير لتحديـد التركيـز 

  من العزلتين قيد الدراسة .

   تأثير المصدر النيتروجيني  3- 

    نوع المصدر النيتروجيني - 

ــــد ا      لأمونيــــوم ونتــــرات الصــــوديوم اســــتخدمت اليوريــــا ومســــتخلص الخميــــرة وكبريتــــات وكلوري

ذيبـــت هـــذة المـــواد فــي وســـط عصـــير التمـــر الحـــاوي علـــى كربونـــات اكمصــادر نيتروجينيـــة حيـــث 

  لأنتاج حامض اللاكتيك .لأفضل االكالسيوم لتحديد المصدر النيتروجيني 

    تركيز المصدر النيتروجيني -

)% 1.0و 0.7و0.5 و 0.3و 0.1ستخدمت تراكيز متدرجة مـن مسـتخلص الخميـرة بلغـت (ا     

ذابــة هــذه المــادة فــي وســط عصــير التمــر الحــاوي علــى كربونــات الكالســيوم وذلــك لتحديــد اوتمــت 

 . لأمثل من مستخلص الخميرة لأنتاج الحامضاالتركيز 
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    لأبتدائي اتأثير الرقم الهيدروجيني   4-

وكربونات الكالسيوم ثم وزع   %0.7 حضر وسط عصير التمر المدعم بمستخلص الخميرة     

 7.0و 6.5و 6.0و 5.5و 5.0فــــي دوارق وعــــدل الــــرقم الهيـــــدروجيني فــــي هــــذه الــــدوارق الـــــى (

  الهيدروكلوريك .ع) من كل من هيدروكسيد الصوديوم وحامض 1) بأستخدام (7.5و

   تأثير درجة حرارة الحضن   5-

المســــتخدمتين فـــي هــــذه الدراســــة فــــي وســــط  Lactobacillusتمـــت تنميــــة عزلتــــي بكتريــــا      

) مئويـــة وذلـــك لتحديـــد 50و 44و 37و  30ســـاعة علـــى الـــدرجات الحراريـــة ( 48لأنتـــاج لمـــدة ا

  درجة الحرارة المثلى لأنتاج حامض اللاكتيك .

  حجم اللقاح :تأثير     6-

)% مــن حجــم 8و 6و 4و 2و 1نتــاج حــامض اللاكتيــك بحجــوم لقــاح مقــدارها (إلقــح وســط      

لبيــان تــأثير حجــم  مئويــة  37 بدرجــة حــرارة  وحضــنت النمــاذج فــي الحاضــنة الســاكنة الوســط.

  نتاج الحامض من العزلتين قيد الدراسة .إاللقاح في 

(Cell Immobilization)تقييد الخلايا    6-2-2     

 (Entrapment)بأســتخدام طريقــة الحجــز العــزلتين المنتخبتــين اأجريــت عمليــة تقييــد خلايــ     

  للخلايا داخل المواد الهلامية .

   دراسة العوامل المؤثرة في عملية التقييد 1-6-2-2

   تحديد نوع المادة الساندة  1-

قيدت خلايا العزلتين المستخدمتين في هذه الدراسة بأستخدام نوعين من المواد الهلامية هما      

  .(Agar-agar)كارا-لأكاراو  (Alginate)لألجينات ا
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    تقييد الخلايا بأستخدام مادة الألجينات  -أ

  لأوساط والمحاليل المستخدمةا  −

  الصلب  MRSوسط  •

  أ) 2-2-2-1-الفقرة (في  التحضير نفسهاطريقة حضر ب

  السائل MRS وسط    •

  ب) 2-2-2-1-(  في الفقرة  التحضير نفسهاحضر بطريقة      

   % 4 محلول الجينات الصوديوم   •

تمام اغم من الجينات الصوديوم في كمية من الماء المقطر وبعد  4حضر هذا المحلول بأذابة      

) Vials(   زجاجيــة عبــواتمــل بالمــاء المقطــر،ثم وزع فــي  100لأذابــة أكمــل الحجــم الــى اعمليــة 

  ثم عقم بالمؤصدة .  عبوةكل لمل  10مل وبواقع  20سعة  محكمة الغلق 

   %2محلول كلوريد الكالسيوم    •

تمـام اغم من كلوريـد الكالسـيوم فـي كميـة مـن المـاء المقطـر وبعـد  2حضر هذا المحلول بأذابة      

  مل بالماء المقطرثم عقم بالمؤصدة . 100لأذابة أكمل الحجم الى ا

   (Normal Saline)محلول الملح الفسلجي    •

  )هـ(2-2-2-2-   في الفقرة  التحضير نفسهاطريقة بحضر      

   % 0.1 محلول الببتون    •

لأذابـة اتمـام اغم من الببتون في كميـة مـن المـاء المقطـر وبعـد  0.1حضر هذا المحلول بأذابة      

  مل ثم عقم بالمؤصدة . 100الحجم الىأكمل 

 

  تحضير اللقاح  −

كـلاً علـى  (   العـزلتين المنتخبتـين السائل بعروة كاملـة مـن خلايـا MRSمل من وسط  7لقح      

نتهــاء مـــدة إســـاعة . وبعــد  18مئويــة لمــدة 37 بدرجــة حــرارة  انالملقحـــ انوحضــن الوســط )نفــرادا

دقـائق وغســل  10دورة/دقيقـة لمـدة  (5000)الحضـن رسـبت الخلايـا بجهـاز الطـرد المركـزي بسـرعة 

ـــ الملــح الفســلجيمــل مــن محلــول  7بـــالراســب مــرتين  مــل مــن نفــس المحلــول  5 ثــم علــق الراســب ب
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	��10(وحضـــرت منــــه تخــــافيف متسلســـلة تراوحــــت بــــين	 − مــــل مــــن كــــل  0.1وســـحب  		�10

وحضـــنت  )بواقـــع مكـــررين لكـــل تخفيـــف(الصـــلب  MRSتخفيـــف ونشـــر علـــى طبـــق يحـــوي وســـط 

نتهاء فترة الحضـن تـم اساعة وبعد  (24-48)مئوية لمدة   37 لأطباق في الحاضنة بدرجة حرارة ا

�10	�(حساب عـدد الخلايـا وحـدد التخفيـف الـذي يعطـي عـدد خلايـا  × خليـة /مـل لغـرض تقييـد 2

  الخلايا.هذا العدد من 

    طريقة التقييد −

    وذلـــك بمـــزج فـــي تقييـــد الخلايـــا (Champagne and Gardner,2001)أتبعـــت طريقـــة       

الحــاوي  حجــم مكــافيء مــن المــزروع البكتيــري الجينــات الصــوديوم مــع %4مــل مــن محلــول  (10)

��10عــدد خلايــا(علــى  × الصــوديوم بعــدد   مــن الجينــات%(2)خليــة/مل لتعطــي تركيــزاً مقــداره  2

��10	(خلايــا ×  ثــم ســحب .(Vortex)  خليــة/مل وتــم مــزج المحلــول جيــداً بأســتخدام المــازج  1

كلوريـد )% 2( الى محلول  عقمة وأضيف بشكل قطراتلألجينات والخلايا بأستخدام محقنة مامزيج 

داخــل هـذا المحلــول لمــدة ســاعة   التـي تركــت ملــم تقريبــاً  3 وبقطــر الكالسـيوم المعقــم لتكــوين الكـرات

بمحلـول الملـح الفسـلجي المعقـم مـرتين لغـرض الـتخلص مـن كلوريـد لكي تتصلب ثم غسـلت الكـرات 

سـتخدامها فـي الحـين  ببتـون معقـم ، % 0.1 الكالسيوم وأخيراً حفظت الكـرات المـذكورة فـي محلـول 

  نتاج حامض اللاكتيك .إ

  أكار-لأكاراتقييد الخلايا بأستخدام مادة    - ب

   المحاليل المستخدمة  −

 )agar-agarأكار(-أكار % 4 محلول   •

مــل مــن المــاء المقطــر 100  فــي أكــار–لأكــار اغــم مــن مــادة 4حضــر هــذاالمحلول بأذابــة      

 عقم المحلول بالمؤصدة. ةوبعد اتمام الأذاب
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    طريقة التقييد −

 فــي تقييــد خلايــا ) EL-Hawary et al,2009اسـتخدمت الطريقــه الموصــوفه مــن قبـل (     

قبل أن  أكار -أكار %4مل من محلول 10مع بعض التحوير. حيث مزج  العزلتين المنتخبتين

بالمــازج ومزجــت جيــداً  )انفــرادعلــى  كــلاً (مــع حجــم مكــافئ مــن الخلايــا المشــار اليهــا   يتصــلب

×108أكار بعدد خلايا-أكار %2ليعطي تركيزاً مقداره  المـزيج فـي ب صـ/مل .وتم  ة) خلي�1

وقبــــل  ة.وتــــم حفظهــــا فــــي الثلاجــــ ةوتركــــت لتتصــــلب فــــي ظــــروف مبــــرد ةأطبــــاق بتــــري معقمــــ

�4(    بأبعاد 	استخدامها في انتاج حامض اللاكتيك ثم تقطيعها الى مكعبات × 4×   ملم. 4

     ةتركيز الماده الساند 2-

ومزجـت بخلايـا  أكـار –مـن كـل مـن الجينـات الصـوديوم ومـادة الأكـار  ةحضرت تراكيز متدرج     

Lactobacillus  لمـادة 4و  3و 2)% لألجينات الصوديوم ( 6و 4و 2(لتعطي تراكيز متدرجة%(

  أكار.–الأكار 

   تحديد عدد الخلايا الأمثل في عملية التقييد  3-

�10تم تقييد أعداد الخلايا(       × �10و		1 × �10	و	1 × 
	10و1 × ) خلية/مل بأستخدام 1

  نتاج حامض اللاكتيك .إعدد الخلايا المقيدة في ودراسة تأثير  أكار-لأكارامادة 

 

    ةروف المثلى لأنتاج حامض اللاكتيك من الخلايا المقيدظال تحديد  2-6-2-2

للعــزلتين  ةعـدد مـن العوامــل المـؤثره فـي انتـاج حـامض اللاكتيــك مـن الخلايـا المقيـد ةتمـت دراسـ     

 ةتيو ومدة الحضن وثب ةتركيز عصير التمر ومستخلص الخمير اشتملت هذه العوامل على  المنتخبتين

 . ةالخلايا المقيد
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   تركيز عصير التمر  1-

)% سـكريات 10و 8و 6و 4و 3و 2تم تحضير تراكيز متدرجة من وسـط عصـير التمـر هـي (     

خلايـا لأنتاج المدعم بمستخلص الخميرة وكربونات الكالسيوم ولقـح الوسـط بأعـداد امختزلة في وسط 

�10مقيـدة مقــدارها ( × لأمثــل لأنتـاج حــامض اللاكتيــك ا) خليـة/مل وذلــك لتحديـد تركيــز العصـير 1

  الدراسة . هذه المقيدتين المستخدمتين في Lactobacillusمن عزلتي 

     مستخلص الخميرة تركيز 2-

 0.7و 0.5و 0.3و 0.1شـــــتملت علـــــى (اأضـــــيفت تراكيـــــز متدرجـــــة مـــــن مســـــتخلص الخميـــــرة       

سـكريات مختزلـة  %4اللاكتيك الحاوي على عصير التمر بتركيز نتاج حامضإالى وسط  %1.0)و

  مع كربونات الكالسيوم ثم لقح الوسط بالخلايا المقيدة .

    مدة الحضن 3-

وذلــك بســحب ســاعة  96نتــاج حــامض اللاكتيــك مــن الخلايــا الحــرة والمقيــدة لمــدة إتمــت متابعــة      

  حامض اللاكتيك وقياس الرقم الهيدروجيني لوسط التخمر . ساعة لتقدير 12مكررين كل 

   تية الخلايا المقيدة و ثب 4-

تية الخلايـا المقيـدة تمـت متابعـة انتـاج حـامض اللاكتيـك مـن الخلايـا المـذكورة و لغرض دراسة ثب     

ســـتخدام نفـــس مكعبـــات اســـاعة مـــع تكـــرار  72لأنتـــاجي كـــل اســـتبدال الوســـط اذ تـــم إيـــوم  15لمـــدة 

قيد الدراسة وتـم تقـدير حـامض اللاكتيـك   Lactobacillusأكار الحاوية على خلايا بكتريا -لأكارا

 لوسط التخمر بعد كل دورة تخمرية .
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    حساب كفاءة التحويل  7-2-2

للسـكر الموجـود فـي عصـير التمـر  العزلتين المنتخبتين ساب النسبة المئوية لكفاءة تحويلتم ح      

وحسـب المعادلـة  )(Cock and de Stouvenel,2007 الـى حـامض اللاكتيـك طبقـاً لمـا ورد فـي 

 -الآتية:

  

		تركيز السكريات بعد التخمر) –(تركيز السكريات قبل التخمر                        

  نسبة التحويل =    
  تركيز السكريات قبل التخمر                      

  

 (Purification of lactic acid)تنقية حامض اللاكتيك     8-2-2

      للعـزلتين المنتخبتـين.بعد تثبيت الظروف المثلـى لأنتـاج حـامض اللاكتيـك مـن الخلايـا المقيـدة       

، وبعــد تحــت الظــروف المثلــى للأنتــاجنتــاج كميــة مــن حــامض اللاكتيــك بتنميــة هــاتين العــزلتين اتــم 

 دورة/دقيقـة لمـدة  (5000)الحضن رشحت نواتج التخمر بأستخدام الطرد المركزي بسرعة  مدةنتهاء ا

حــتفظ بالراشــح الحــاوي علــى حــامض اللاكتيــك الــذي جــرت اهمــل الراســب فــي حــين اذ إدقــائق  10

  -حسب الخطوات الآتية :بعملية تنقيته 

 (Clarification)الترويق  1-

   المحاليل المستخدمة  - 

 :ع) 1محلول هيدروكسيد الكالسيوم ( •

 كالســيوم فــي كميــة مــن المــاء المقطــر غــم مــن هيدروكســيد ال3.7 حضــر هــذا المحلــول بأذابــة      

     100لأذابــة أكمــل الحجــم الــى اتمــام عمليــة اوبعــد  (deionized water)المــزال منــه الأيونــات 

 .يضاً االمزال منه الأيونات  المقطربالماء مل 

× 100    
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ع) ثـــم ســـخن 1بأســـتخدام هيدروكســـيد الكالســـيوم ( 10 الـــرقم الهيـــدروجيني للراشـــح الـــى ضـــبط    

ـــى درجـــة حـــرارة  ـــة لمـــدة  80الراشـــح ال ـــعقب،ادقيقـــة  15مئوي ـــة ت ـــذه عملي   5000مركـــزي بســـرعة  نب

 -6.5الراشـح الـى(الرقم الهيدروجيني في  عدلالراسب همل اوبعد أن  دقائق ، 10دورة/دقيقة لمدة 

الذي تم تقدير كمية حامض اللاكتيـك ق) (المستخلص المروّ  أعلاه،يمثل الراشح الموصوف ) 7.0

  .وفق طريقة التقدير الموصوفة سابقاً  هفي

  Amberlite IR-400 لأول بأستخدام المبادل الأيوني اكروماتوغرافيا التبادل  2-

    المستخدمةالمحاليل  - 

 مولر (0.75)هيدروكسيد الصوديوم    •

غـــم مـــن هيدروكســـيد الصـــوديوم فـــي كميـــة مـــن المـــاء المقطـــر  3حضـــر هـــذا المحلـــول بأذابـــة      

مـــل بالمـــاء المقطـــر المـــزال منـــه  100كمـــل الحجــم الـــى اة بـــلأذااتمـــام الأيونـــات وبعـــد االمــزال منـــه 

  يضاً .الأيونات ا

  مولر (2)لأمونيوم امحلول كربونات    •

منـــه لأمونيـــوم فـــي كميـــة مـــن المـــاء المقطـــر المـــزال امـــن كربونـــات غـــم  19.2حضـــر بأذابـــة      

  يضاً .الأيونات امل بالماء المقطر المزال منة  100لأذابة أكمل الحجم الى اتمام الأيونات وبعد ا

   Amberlite IR-400 لأيوني اتحضير عمود التبادل  -

حســــب الطريقــــة الموصــــوفة مــــن قبــــل   Amberlite IR-400 يوني نــــألااحضـــر المبــــادل       

(Whitaker ,1972)  مـل مــن المــاء المقطـر المــزال منــه  200 مــع بعـض التحوير،وذلــك بأضــافة

غم من المبادل في دورق زجاجي وترك ليركـد لمـدة نصـف سـاعة ثـم سـكب السـائل 10 لأيونات الىا

لأيونـات ورشـح علـى قمـع بخنـر تحـت االعلوي وغسل المبـادل عـدة مـرات بالمـاء المقطـر المـزال منـه 

مـل مـن   250نـأيوني فـي لااثم علـق المبـادل  (1)التفريغ بأستخدام ورق ترشيح من نوع واتمان رقم 

المــزال منــه  بالمــاء المقطــرثــم رشــح تحــت التفريــغ وغســل عــدة مــرات  الصــوديومهيدروكســيد محلــول 

  لأيونات لحين موازنته.ا
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�15تمت تعبئة المبادل في عمود زجاجي ليعطي أبعـاداً (      × سـتخدم المـاء المقطـر اسـم و  1.3

  .مليلتر/دقيقة 1لأيونات في موازنة المبادل حتى اليوم التالي وبسرعة جريان االمزال منه 

     نموذجإضافة الأ  - 

مــن خطــوة الترويــق الــى ســطح المبــادل بهــدوء وغســل مــل مــن الراشــح الخــارج  30أضــيف      

بالمبادل لأيونات لأنزال المواد التي لم ترتبط امل من الماء المقطر المزال منه   100 المبادل بـ

مل/دقيقــة . وتــم 1مليلتر/جــزء وبســرعة جريــان  5بواقــع  لأجــزاء المفصــولة مــن العمــوداوجمعــت 

لأجـزاء المفصـولة للتأكـد مـن عـدم نـزول حـامض اللاكتيـك فـي هـذه اتقدير حامض اللاكتيك فـي 

  الخطوة .

 سترداد حامض اللاكتيك ا -

مــــولر وبعــــد أن   2مــــل مــــن محلــــول كربونــــات الأمونيــــوم  100ســــترد الحــــامض بواســــطة ا     

لأجـــزاء المســـتردة اقـــدر حـــامض اللاكتيـــك فـــي  مليلتر/جـــزء 5لأجـــزاء المســـتردة بواقـــع اجمعـــت 

لأجـزاء المسـتردة اورسمت العلاقة البيانية بين تركيز حامض اللاكتيـك وعـدد الأجـزاء ثـم جمعـت 

  وتم قياس حجمها وتقدير حامض اللاكتيك فيها .

  

    Amberlite IR-120 (H)   لأيوني الثاني بأستخدام المبادلاكروماتوغرافيا التبادل  3-

   المحاليل المستخدمة -

 مولر (1)محلول حامض الهيدروكلوريك  •

كمـال الحجـم الـى امليلتـر مـن حـامض الهيـدروكلوريك المركـز و  3بتخفيـف حضر هـذا المحلـول      

  .لأيوناتاماء المقطر المزال منه الب  لم 100
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   Amberlite IR-120(H)  لأيوني  اتحضير عمود التبادل  -

 (Amberlite IR-400)لأيـوني احضر هذا المبـادل بـنفس طريقـة وظـروف تحضـير المبـادل      

  هيـدروكلوريك، وتمـت تعبئـة المبـادلمـن حـامض المـولر  1عدا عملية تنشـيطه التـي تمـت بأسـتخدام 

�14في عمود زجاجي ليعطي أبعاداً ( × لأيونـات فـي استخدم المـاء المقطـر المـزال منـه اسم و  1.3

مـل /دقيقـة . مـرر حـامض اللاكتيـك الخـارج مـن  1موازنة المبادل حتى اليوم التالي وبسرعة جريـان 

    وغســل المبــادل  Amberlite IR-120(H)  لأول علــى عمــود المبــادل الأيــوني اخطــوة التبــادل 

ـــه   مـــل 100 بــــ ـــات وتـــم تقـــدير حـــامض اللاكتيـــك فـــي امـــن المـــاء المقطـــر المـــزال من لأجـــزاء الأيون

  اس حجمها وتقدير حامض اللاكتيك فيها .يلأجزاء وتم قاالمفصولة ،ثم جمعت هذة 

بطريقــــة تيــــك المنقــــى مــــن العــــزلتين المقيــــدتين فصــــل حــــامض اللاك   9-2-2

  (TLC)كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة 

 

  المواد والمحاليل المستخدمة  −

  (Dioxane)دايوكسان  90%   •

  .مل من الدايوكسان90 مل من الماء المقطر الى  10حضر هذا المحلول بأضافة      

  لأظهارامحلول    •

  500 فـي  (Bromocresol green)غم مـن كاشـف   0.1حضر هذا المحلول بأذابة     

هيدروكســــيد   ع)0.1مــــل مــــن محلــــول ( 5لأذابــــة أضــــيف اتمــــام الأيثــــانول وبعــــد امــــل مــــن 

  الصوديوم .

 سم ) 20× 20بأبعاد (صفيحة سليكا  •

 (Tank)حوض ترحيل  •

 

 

 



        ق العملق العملق العملق العملئئئئالمواد وطراالمواد وطراالمواد وطراالمواد وطرا الفصل الثاني                                                                            الفصل الثاني                                                                            الفصل الثاني                                                                            الفصل الثاني                                                                            

 59 

فـي هـذه  مايكروليتر من حامض اللاكتيك المنقى من العزلتين المستخدمتين 3ـحملت الصفيحة ب      

تــم  إذ (L- lactic acid)) فضــلاً عــن أنمــوذج حــامض اللاكتيــك القياســي انفــرادالدراســة (كــلاً علــى 

سم، اما المسافة  2مسافة تحميل النماذج المذكورة على خط موازٍ للحافة السفلى للصفيحة ويبعد عنها 

يضـــاً . وضـــعت اســـم  2نمـــوذج وآخـــر فكانـــت ابـــين النمـــاذج والحـــواف الجانبيـــة للصـــفيحة وكـــذلك بـــين 

ريان وتمــت مراقبــة ســ،  دايوكســان %90الصــفيحة بعــد ذلــك فــي حــوض الترحيــل الحــاوي علــى محلــول 

سـم عـن الحافـة العليـا للصـفيحة  1وقفت عملية الفصل عند وصول المذيب الـى مسـافة تبعـد االمذيب و 

خرجــت الصــفيحة وتركــت لتجــف فــي جــو الغرفــة . وتــم رش الصــفيحة بــرذاذ مــن الكاشــف وبعــد احيــث 

المفصــولة وتــم قيــاس المســافة التــي قطعتهــا البقعــة  وكــذلك  (spots)جفافهـا تمامــاً حــددت مواقــع البقــع 

 وكما يأتي : f(R( الحركة النسبية ساب قيمةحالمسافة التي تحركها المذيب ل

  

			
المسافة	التي	قطعتها	البقعة

	المسافة	التي	قطعها	المذيب
 = fR       

  

            المنتخبتين التحري عن وجود البلازميدات في العزلتين  10-2-2

 Lactobacillusو L. acidophilusتــم التحــري عــن وجــود البلازميــدات فــي العــزلتين        

sp.(25)   المنتجة لحـامض اللاكتيـك وذلـك بعـزل الـدنا الكلـي لهـذه البكتريـا وفقـاً للطريقـة الموصـوفة

  مع بعض التحوير . (Pospiech and Neumann ,1995)من قبل 

 المحاليل المطلوبة :أ .  

  : )( SET  Bufferالمحلول الدارئ  1-

 20و  EDTA-Naملــي مــولار  25ملــي مــولار كلوريــد الصــوديوم و  75يتكــون هــذا المحلــول مــن 

. وعقـم بالمؤصـدة ثـم  (pH8.0)قم الهيدروجيني لهذا المحلـول الـى.عدل الر  Tris baseملي مولار 

  لأستعمال .امئوية لحين  4حفظ بدرجة 
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   (Lysozyme solution)لأنزيم الحال امحلول  2-

  ملغم/مليلتر من الماء المقطر المعقم. 50  حضر هذا المحلول بتركيز     

    precipitation solution) (Proteinالمحلول المرسب للبروتين  3-

  . لأمريكية ا Promegaالمجهز من شركة      

   ) Nuclei Lysis Solutionالمحلول المحلل للأغشيه ( 4-

  . لأمريكية ا Promegaالمجهز من شركة      

    SDSمحلول  5-

  في الماء المقطر . 10%  حضر هذا المحلول بتركيز      

   )NaClمحلول كلوريد الصوديوم ( 6-

  في الماء المقطر وعقم بالمؤصدة . مولر 5حضر هذا المحلول بتركيز      

 :  TE bufferالمحلول الدارئ  7-

الــــرقم  ضــــبط Trisملــــى مــــولار  10 و EDTA-Naملــــى مــــولار  1يتكــــون هــــذا المحلــــول مــــن      

لحـين  مئويـة 4  ةوعقـم بالمؤصـدة ثـم حفـظ بدرجـة حـرار  )pH 8.0الهيـدروجيني لهـذا المحلـول الـى (

  الاستعمال .

       بكتريا التهيئة  .ب

    .العـزلتين المنتخبتـين مـن  ) loopfull( ةكاملـ ةالسـائل بعـرو   MRSمليلتـر مـن وسـط  50لقح      

.وبعـد انتهـاء مـدة الحضـن اخرجـت  ةسـاع 18ةلمـد ةمئويـ  37وحضـنت عنـد درجـة )علـى انفـراد كـلاً (

دقائق حيث اهمل الرائق في حين جمعت  10لمدة  ة/دقيقةدور  )5000مركزياً بسرعة ( نبذتالنماذج و 

 الخلايا ووضعت في التجميد لليوم التالي .

 

  



        ق العملق العملق العملق العملئئئئالمواد وطراالمواد وطراالمواد وطراالمواد وطرا الفصل الثاني                                                                            الفصل الثاني                                                                            الفصل الثاني                                                                            الفصل الثاني                                                                            

 61 

     طريقة العمل -  

مـايكروليتر مـن  300ثـم أضـيف  (SET Buffer)مل من المحلـول الـدارئ  5علقت الخلايا في  1-

  مئوية لمدة ساعة . 37لأنابيب بدرجةالأنزيم الحال وحضنت امحلول 

ن أصـبحت الخلايـا اوخلـط برفـق الـى  مايكروليتر من المحلول المحلل للأغشية  1200 أضيف  2-

  معلقة .

مئويـة لمـدة خمـس دقـائق لتحليـل الخلايـا ثـم بـردت لدرجـة حـرارة   80حضنت الخلايا بدرجة حرارة 3-

  .الغرفة 

لأنبوبــــة بأســــتعمال المــــازج امــــايكروليتر مــــن المحلــــول المرســــب للبــــروتين  ودورت  400أضــــيف  4-

(Vortex)  ثانية . 20لمدة  

  دقائق . 5حضن النموذج في الثلج لمدة  5-

بالتقليـب يـدوياً، ثـم   ومزجت المحتويـات جيـداً  SDS %10مايكروليتر من محلول  600أضيف  6-

  ونة وأخرى .آمئوية مع التقليب بين 37لأنابيب لمدة ساعتين بدرجة احضنت 

    .بالتقليب يدوياً مولر ومزجت المحتويات جيداً  5مل من محلول كلوريد الصوديوم  2أضيف  7-

    .مئوية  20 دقيقة بدرجة 30مل من الكلوروفورم ومزجت المحتويات بالتقليب لمدة  5أضيف  8-

                                     دقيقـة . 30لمـدة  (6500xg)لأنابيـب مركزيـاً بسـرعة ا نبـذت 9-

لأيزوبروبـانول احجـم مـن  (0.6)نقل الرائق الـى أنابيـب بلاسـتيكية جديـدة معقمـة وأضـيف اليهـا  10-

        وتركـت فـي التجميـد لليـوم التـالي .                  دقـائق 3ومزجـت المحتويـات بالتقليـب لمـدة 

مـل   0.5دقيقـة حيـث جمـع الراسـب وأذيـب فـي  15لمـدة  (9700xg)مركزي بسرعة  نبذأجري  11-

  . (TE)من المحلول المنظم 

 (TE)فــي المحلــول المــنظم لأثيلــي المطلــق الــى الــدنا المــذاب امــل مــن الكحــول   2.5أضــيف  12-

دقيقــة حيــث جمــع الراســب الــذي تمــت  12لمــدة  (9000xg)مركــزي بســرعة  عمليــة طــرد ت لــهوأجريــ

  . (TE)مل من المحلول المنظم   0.5ذابته في ا
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كحــول  %70مـل مـن محلـول  (2.5)غسـل محلـول الـدنا المتحصـل عليـه مـن الخطـوة السـابقة بــ 13-

حيـث جمـع الراسـب الـذي  ،دقيقـة  12لمـدة  (9000xg)مركـزي بسـرعة  نبـذت لـه عمليـة ثيلي وأجريا

  .(TE)مايكروليتر من المحلول المنظم  (60)ذابته في اتمت 

  

     الترحيل الكهربائي   11-2-2

   المحاليل المستخدمة  -

   Tris- acetate EDTA  (TAE)(2X)أستيت  -دارئ الترس 1-

مـل  4مـل حـامض الخليـك الثلجـي  2.28 و Tris baseغـم  9.68يتكون هـذا المحلـول بأذابـة      

مــل مــن المــاء المقطــر  600ذيبــت جميــع هــذه المكونــات فــي امولر)، EDTA-Na )5مــن محلــول 

لتــــر بالمــــاء المقطــــر ثــــم عقــــم  1 وأكمــــل الحجــــم الــــى   (pH8.0)الــــى  وعــــدل الــــرقم الهيــــدروجيني

    .بالمؤصدة

  (Ethidium bromide)لأثيديوم اصبغة بروميد  2-

ســـتخدامها امـــايكروغرام/مليلتر وتـــم  (100)حضـــرت هـــذه الصـــبغة فـــي المـــاء المقطـــر بتركيـــز      

  مايكروغرام/مليلتر. (0.5)بتركيز 

 (Loading buffer)دارئ التحميل  3-

  تيت .أس -أزرق البروموفينول في دارئ الترس % 0.25 سكروز و %40يتكون من     

  (Agarose gel)لأكاروز اهلام  -

مليلتــر مــن دارئ  50لأكــاروز فــي اغــم مــن  % 0.4 وذلــك بأذابــة  %0.8تـم تحضــيره بتركيــز      

مئويــة  50حيـث بـرد بعـدها الـى  (Boiling water bath)أسـيتيت فـي حمـام مـائي مغلـي -التـرس

لأكـــاروز فـــي الصـــفيحة اثـــم صـــب  ،مـــايكروغرام/مليلتر 0.5لأثيـــديوم بتركيـــز اوأضـــيف اليـــه بروميـــد 

(Tray) الخاصـــة بـــه بعـــد أن ثبـــت المشـــط(Comb)   قـــرب أحـــدى نهـــايتي الصـــفيحة لعمـــل الحفـــر

(Wells)  دقيقة ثم رفع المشط من الهلام المتصلب  بحذر وثبتت  40لأكاروز ليتصلب لمدة اترك و

الهـــلام .غمـــر (Electrophoresis)الكهربـــائي  الصـــفيحة علـــى مســـاندها فـــي حـــوض وحـــدة الترحيـــل
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فــي حــوض الترحيــل بحيــث غطــى الهــلام بأرتفــاع لايقــل عــن  (2x)أســتيت-المتصــلب بــدارئ التــرس

  .مليمتر واحد وتم بعد ذلك تحميل الدنا داخل الحفر المتكونة

  

 . للعزلتين المنتخبتينترحيل الدنا الكروموسومي  -

ـــــي الفقـــــرة 15مـــــزج       ـــــة ف ـــــدنا المتحصـــــل علي ـــــول ال  7مـــــع  (2-2-10)مـــــايكروليتر مـــــن محل

ثــم  لعــدة ســاعات فولــت  70 نمــوذج بفــرق جهــد مقــدارهالأمــايكروليتر مــن دارئ التحميــل ورحــل 

لأشــعة فــوق البنفســجية الأشــعة فــوق البنفســجية بأســتخدام جهــاز باعــث افحــص الهــلام بواســطة 

UV-Transilluminator).( 

 

 ونقاوتهتقدير تركيز الدنا الكروموسومي  -

ثــم قيســت الكثافــة   TE الكروموســومي الــى التخفيــف المناســب بأســتخدام دارئخفــف الــدنا      

  (Blank)كمحلــول كــفء TEنــانوميتر مقابــل دارئ  280و  260الضــوئية عنــد طــول مــوجي 

 -حسب تركيز الدنا على وفق المعادلة :و عند درجة حرارة الغرفة 

                     1  OD   260  =50 مليلتر دنا  مايكروغرام/  

  ).(Stephenson ,2003 لآتية اكما تم تقدير نقاوة محلول الدنا في المعادلة 
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        النتائج والمناقشةالنتائج والمناقشةالنتائج والمناقشةالنتائج والمناقشة     -3  
       Lactobacillus اعزل وتشخيص بكتري 1-3

   Lactobacillusعزل بكتريا   1-1-3

ـــائج عـــزل بكتر       ـــاأســـفرت نت ـــى   Lactobacillus ي ـــدة لهـــذا  20 عـــن الحصـــول عل  عزلـــة عائ

فـــي هـــذه  ةلمســـتخدماختلاف مصـــادر العـــزل أوقـــد تبـــاين عـــدد العـــزلات المتحصـــل عليهـــا بـــالجـــنس. 

    ) عــزلات مــن عينــات الحليــب الخــام والمخلــلات 5و3 و5 و2 و5 بلغــت أعــدادها ( إذ الدراســة

   %)25و15 و25 و10 و25 على التوالي بنسب ( الرائبة المعمليةبان للأاو   ريفية والشرشالبان الألو 

   .) 3(شكل  يضاً اعلى التوالي من مجموع العزلات المتحصل عليها

ــــا       ــــى عــــزل بكتري ــــد مــــن الدراســــات إل  مــــن مصــــادر متعــــددة   Lactobacillusأشــــارت العدي

 مــــن  Lactobacillusعائــــدة لجــــنس  ةعزلــــ 21فقــــد تــــم عــــزل ،واســــتخدامها فــــي دراســــات مختلفــــة 

بكتيريـة عائـدة  عزلـة 13عزلـت  كـذلك ).Erdogrul and Erbilir , 2006( منتجات البان مختلفة

 Ahmed and). وقد تمكن Nair and Surendran , 2005لنفس الجنس من السمك والروبيان (

Kanwal  (2004)   بكتريـا مـن عـزل L. acidophilus   مـن حليـب الجمـل ودراسـة قابليـة هـذا

      .النوع من البكتريا في تحويل سكر اللاكتوز إلى حامض اللاكتيك

 لأوســـاط الغذائيـــة المســـتعملة للعـــزل يجـــب إن تكـــون ملائمـــة وحاويـــة علـــى العوامـــل التـــي اإن       

لألبـان يجـب أن يضـاف الأنتخابي فمثلاً البكتريا ذات المتطلبات المعقـدة مثـل بكتريـا اتسلط الضغط 

البكتريا  ذه في عزل ه MRS لذا فأن استخدام وسط  لأوساط المستعملة لعزلها مركبات معقدةاالى 

  )Selective ( نتقائياً إذ يعد هذا الوسط إ )1990(الخفاجي ، مناسب جداً 
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  . حسب مصادر عزلها موزعة Lactobacillus  النسب المئوية لبكتريا :)3(شكل          

  

 

طريقـــة  نإ) لهـــا.Enrichment medium ( غنائيـــاً ا اً عـــن كونـــه وســـط للبكتريـــا المـــذكورة فضـــلاً 

المزرعة المغذاة من الطرائق الشائعة في عزل الأحيـاء المجهريـة حيـث يمكـن اسـتخدام هـذه المزرعـة 

الأخـرى الموجـودة فـي العينـة  ةمعـين علـى حسـاب الكائنـات المجهريـ لزيادة اعداد كـائن حـي مجهـري

 .)1991،المراد العزل منها  (الحيدري 
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       Lactobacillusتشخيص بكتريا    2-1-3   

      الصفات الزرعية والمجهرية   1-2-1-3 

ـــى وســـط   Lactobacillusمتـــازت مســـتعمرات بكتريـــا إ       ـــة   MRS عل الصـــلب بكونهـــا دائري

صغيرة الحجم ،بعضـها محدبـة والـبعض الآخـر مسـطحة ، ملسـاء ناعمـة ولماعـة . امـا لونهـا الشكل 

واظهــر الفحــص  الاخــرى كريميــة اللــون.فكانــت بعــض المســتعمرات بيضــاء فيمــا كانــت المســتعمرات 

المجهري بانها خلايا متباينة في الشكل ،إذ كان بعضـها عصـوياً بينمـا كـان الـبعض الآخـر عصـوي 

وذلـك   كروي، بعضها مفرد وبعضها ثنائية فيما كان البعض الآخر بشكل سلاسل طويلـة اوقصـيرة 

رام غيـر غـلصـبغة  ةنهـا موجبـا فضـلاً علـى.  (Krieg and Holt ,1984 )لمـا ورد فـي  اً قـطب

 ).  (Desai ,2008ويتطابق هذا مع ماذكرهللسبورات وغير متحركة  ةمكون

                                   الكيموحيوية صفاتال  2-2-1-3  

أن جميـــع  وجـــد  Lactobacillusجـــراء الفحوصـــات الكيموحيويـــة علـــى عـــزلات بكتريـــا إعنـــد       

ســتهلك الســترات وغيــر منتجــة توغيــر محللــة للجيلاتــين ولا وكســديزللكــاتليز والأالعــزلات غيــر منتجــة 

 Krieg and )وهذا يتفـق مـع مـا جـاء فـي  )  4(جدول ر الكلوكوزيللأندول ولها القابلية على تخم

Holt ,1984)    .  

    ر السكريات يعلى تخم Lactobacillusبكتريا عزلات  قابلية ختبارإ   3-2-1-3

كلوكـــوز الر بعـــض أنــواع الســـكريات (يــعلـــى تخم  Lactobacillusختبـــار قابليــة بكتريـــا اتــم       

ـــــايوز والأمي ـــــوز والمـــــانيتول والســـــوربيتول والرامينـــــوز و الســـــكروز والميليب كـــــدالين والأرابينـــــوز واللاكت

قابليـة مختلفـة  Lactobacillus بكتريـا ) أن لعزلات5). أظهرت النتائج  في الجدول (والأينوسيتول

ــــرع ــــى تخمي ــــت لجميعهــــاذ إ ،الســــكريات ل ــــى تخم كان ــــة عل ــــالقابلي ــــوز ،  يســــكر  ري الكلوكــــوز واللاكت

)% مـن العـزلات لهـا 8.7و56.5    و78.3  و43.5 و73.9 و13 و 4.3 و56.5 بينماكانـت (
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والرامينــوز والســكروز والمليبــايوز والأميكــدالين  المــانيتول والســوربيتول  ياتر ســكر يــالقابليــة علــى تخم

  والأرابينوز والأينوسيتول على التوالي .

    Lactobacillusلبكتريا  الاختبارات الشكلية والكيموحيوية : )4( جدول

  النتيجة  ختبارالأ  ت

  +  صبغة غرام  1-

  مفردة او ازواج اوبشكل سلاسل قصيرة  المظهر  2-

  لاهوائي اختياري  ظروف النمو  3-

  -  ختبار الحركةإ 4-

  -  ختبار الكاتليزإ  5-

  -  ختبار الاوكسديزإ  6-

  -  ختبار الاندولإ  7-

  -  ستهلاك الستراتإ  8-

  -  تحلل الجيلاتين  9-

  +  تخمر الكلوكوز  10-

 ): نتيجة سالبة -(+): نتيجة موجبة ، ( 
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   ر السكرياتيعلى تخم  Lactobacillusبكتريا  قابلية ختبارإ :) 5جدول ( 

 

 

 

 

  

 

  ت

  

  ا���ـــــــر
  

 
دد ا�
ز�ت  

ا����� ا���و�� 


ز�ت ا��و��� ��

  ��� ������ر�ا��  ا��و��� ������ر  (%)

  100  0  23 ا���و�وز 1-

  100  0  23 ا����وز  - 2

���ول - 3�
  56.5  10  13  ا�

  4.3  22  1  ا��ور���ول  -  4

�وز 5-�
  13  20  3  ا�را

  73.9  6  17  ا���روز  - 6

  43.5  13  10  ا�
������وز 7-

  78.3  5  18  ا�
��دا��ن  - 8

  56.5  10  13  ا�را���وز -9

  8.7  21  2  ا���و���ول  -10
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   كلوريد الصوديوم  على النمو في ملح   Lactobacillus بكتريا  قابلية عزلات  4-2-1-3

ـــــا        ـــــة بكتري ـــــة Lactobacillusتمـــــت دراســـــة قابلي ـــــز الملحي ـــــى التحمـــــل للتراكي      باســـــتخدام  عل

  ، واظهــــرت النتــــائج  % )10و 7.5و4.5 و1.5 كلوريــــد الصــــوديوم (تراكيــــز متدرجــــة مــــن ملــــح 

  ملحيـة تراكيـز  لهـا القابليـة علـى النمـو فـي ) أن جميع العـزلات قيـد الدراسـة6(الجدول  الموضحة في

 العـزلات لهـا القابليـة علـى النمـو بشـكل ضـعيف عنـد التركيـز  مـن % 21.7 إن . و  % )4.5و1.5 (

فـي الدراسـة .  لنمو جميع العزلات المشار اليها  مثبطاً  %10 ، بينما كان التركيز الملحي  % 7.5

عند استخدامه لتراكيز من كلوريد   Adnan and Tan  (2003) عد هذه النتائج مقاربة لما وجدهوت

  أنـواعللتراكيـز الملحيـة لسـتة  تحمـل القابليـة  لأختبـار  % )10و7.5 و5 و 2.5 و  1.5الصـوديوم (

 بينما % 5  العزلات لغاية التركيز جميعووجد قابلية نمو   Lactobacillus   عائدة لجنس بكتيرية

لنمـو  اً مثبطـ  % 10 التركيـز  كـان ، في حـين  % 7.5 تمكنت عزلة واحدة من النمو عند التركيز 

 .Pelinescu et al (2009) لأخـرى أجريـت مـن قبـ وفـي دراسـة  . جميـع العـزلات المشـار اليهـا

 )5و 0.5( علـى النمـو عنـد التراكيـز الملحيـةLactobacillus  بكتريـا بعـض سـلالات حظ قابليـةو لـ

 Olaoye and. ووجــد  % )12و 10و8 وانعــدام نمــو هــذه البكتريــا عنــد التراكيــز الملحيــة ( %

Onilude (2009)  انواع بكتريا عدداً من  أنLactobacillus يد لها القابلية على النمو بشكل ج

  . %  6.5 وعدم قابليتها على النمو عند التركيز % 4 عند التركيز الملحي 

      اختبــــار قابليــــة بكتريــــا حــــامض اللاكتيــــك علــــى التحمــــل للتراكيــــز الملحيــــة يعطــــي مؤشــــراً  نإ       

فعنـد تنميـة الخليــة البكتيريـة فـي تراكيــز ملحيـة عاليــة  ،وزمـوزي لهـذه البكتريــاعلـى تحمـل المســتوى الأ

ــــى ــــؤدي إل ــــة ي ــــى الخلي ــــؤثر فســــلجياً عل ــــدوره ي ــــذي ب ــــة وال ــــاخي للخلي ــــدان الضــــغط الأنتف     والفعاليــــة  فق

                      للخليــــــــــــة البكتيريــــــــــــة يضــــــــــــيةوالعمليــــــــــــات الأ activity) (waterئي المــــــــــــا النشــــــــــــاطالأنزيميــــــــــــة و 

   et  al.,1998) (Liu. 
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   للتراكيز الملحية  Lactobacillus بكتريا  عزلات تحمل :)6جدول (  

  الـعــــــزلــــــة  ت

  تركيز ملح كلوريد الصوديوم(%)  

1.5 4.5 7.5 10 

1 -  Lactobacillus sp.(3  ) +  +  -  -  

2 -  Lactobacillus sp .(4)  +  +  W -  

3 -  .(6)     Lactobacillus sp  +  +  -  -  

4 -  .(9) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

5 -  .(10) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

6 -  .(11)  Lactobacillus sp  +  +  -  -  

7 -  .(12) Lactobacillus sp +  +  -  -  

8 -  .(13) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

9 -  .(16) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

10 -  .(17) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

11 -  .(18) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

-12 .(20) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

13 -  .(22) Lactobacillus sp  +  +  W -  

14 -  .(23) Lactobacillus sp  +  +  -  -  
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15 -  (24)   Lactobacillus sp.   +  +  -  -  

16 -  .(25) Lactobacillus sp  +  +  W -  

17 -  .(26) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

18 -  .(27) Lactobacillus sp  +  +  W -  

19 -  .(30) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

-20 .(31) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

21 -  .(32)     Lactobacillus sp  +  +  -  -  

22 -  .(35) Lactobacillus sp  +  +  W -  

23 -  .(36) Lactobacillus sp  +  +  -  -  

 

  . نمو ضعيف w):): نتيجة سالبة ،  (-(+): نتيجة موجبة ، (  

  

      للمضادات الحيوية Lactobacillusبكتريا  عزلاتختبار حساسيةإ  5-2-1-3  

ـــت         شــتملت اوية ـادات الحيــضــالم عــدد مــن هتجــا  Lactobacillusساســية بكتريــا  حار بــختإم ـ

  neomycin و sulphanethoxazole و cefotaximeوoxacillin و clindamycinعلى ( 

. وأظهـرت ) ciprofloxacin  و  tetracyclineوnalidixic acid و chloramphenicolو

) أن جميـــــع العـــــزلات قيـــــد الدراســـــة كانـــــت مقاومـــــة للمضــــــادات 7النتـــــائج الموضـــــحة فـــــي الجـــــدول (

ــــيوية ) . و   sulphanethoxazoteو  cefotaximeو  oxacillinو   (clindamycinالـحـ

 مقاومــــة للمضــــاد الحيــــوي  %8.7و . )nalidixic acid( منهـــا كانــــت مقاومــــة للمضــــاد 47.8%

chloramphenicol   .ظهــرت النتــائج فــي الجــدول نفســه ان جميــع عــزلات ا وLactobacillus  
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حساســـــة  %43.5.  و  ciprofloxacinو  tetracycline كانـــــت حساســـــة للمضـــــادات الحيويـــــة 

 %34.8. و  chloramphenicol حساســـة للمضـــاد  % 47.8و neomycin للمضـــاد الحيـــوي 

  .  nalidixic acid حساسة للمضاد 

   ،فــي العديــد مــن الدراســات     Lactobacillusثير المضــادات الحيويــة علــى بكتريــا أتــ ورد      

 .Lو  L . rhamnosusبأختبــار حساســية العــزلتين  et al.  Verdenelli ) 2009فقـد قــام (

paracasei    تجـــاه المضـــادين neomycin  وtetracycline  للمضـــاد  ولاحـــظ التـــاثير المثـــبط

 اً مثبطـ  neomycin المضـاد  للعزلتين المشار اليهما، بينمـا كـان تـاثير  tetracycline   ويـــالحي

بدراسـة  Lias et al  . )2009قـام(و ، L. rhmnosusوغير مثبط  لنمو   L. paracaseiللعزلة  

ولاحــظ ان جميــع العــزلات  Lactobacillusالمضــادات الحيويــة علــى ثلاثــة أنــواع مــن بكتريــا  تــأثير

ـــــــــــت حساســـــــــــة للمضـــــــــــادين     للمضـــــــــــادين  ةومقاومـــــــــــ chloramphenicolو  tetracycline كان

neomycin  وsulphanethoxazole     ـــــا %70ن أوأظهـــــرت  دراســـــة أخـــــرى   مـــــن بكتري

Lactobacillus  المسـتخدمة فـي تلـك الدراسـة كانـت حساسـة للمضـاد الحيـوي  nalidixic acid 

(Maniruzzaman et al. ,2010) .  واشـارCoppola et al. (2005)    وKlare et al . 

              المضــــــــادات الحيويــــــــة  هتجــــــــا Lactobacillusالــــــــى حساســــــــية بعــــــــض انــــــــواع بكتريــــــــا   (2007)

 clindamycinو chloramphenicol  التي تعمل على تثبيط بناء البروتيـن في الخليـــة البكتيريـة

 للمضـاد   Lactobacillusانـواع بكتريـا  عـدد مـنمقاومـة   et al.(2008) Korhonen ذكـرو . 

tetracycline ات من نوع . ومقاومتها ايضاً  للمضاد aminoglycosides  مثل  neomycin 

  ) .kanamycin  )Danielsen and Wind ,2003و 
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   المضادات الحيوية  هتجا  Lactobacillusبكتريا عزلات اختبار حساسية :)7جدول (

 

  ت 

 

  العــــزلـة  

D
A

 O
X

 C
T

X
 S

M
Z

 

N C N
A

 T
E

 C
IP

 

-1 Lactobacillus sp.(3) R  R R R M M  M  S S 

2 -  Lactobacillus sp.(4) R  R  R  R  M  M  R  S S 

3 - Lactobacillus sp.(6)  R  R  R  R  M  M  R  S  S  

4  -  Lactobacillus sp.(9)  R  R  R  R  S  M  R  S  S  

-5 Lactobacillus  sp.(10)  R  R  R  R  M  S  S  S  S  

6 -  Lactobacillus sp.(11)  R  R  R  R  M  S  S  S  S  

-7 Lactobacillus sp.(12)  R  R  R  R  M  S  R  S  S  

8 -  Lactobacillus sp.(13)  R  R  R  R  S  M  M  S  S  

-9 Lactobacillus sp.(16)  R  R  R  R  S  R  R  S  S  

10 -  Lactobacillus sp.(17)  R  R  R  R  S  M  M  S S 

-11 Lactobacillus sp.(18)  R  R  R  R  M  M  S  S S 

-12 Lactobacillus sp.(20 ) R  R  R  R  M  M  R  S  S  

-13 Lactobacillus sp.(22)  R  R  R  R  S  S R  S  S  
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       )R) ، مقاومة : (S) ، حساسة : (M. متوسطة : (   

(OX):  Oxacillin                     

(SMZ):Sulphanethoxazole 

(C): Chloramphenicol   

(TE): Tetracycline 

 

  

(DA):  Clindamycin 

(CTX):Cefotaxime  

(N) :   Neomycin 

(NA): Nalidixic-acid 

(CIP): Ciprofloxacin 

  

-14 Lactobacillus  sp.(23)  R  R  R  R  S  S  S  S  S  

15 -  Lactobacillus sp.(24)  R  R  R  R  M  S  R  S  S  

-16 Lactobacillus sp.(25)  R  R  R  R  M  S  S  S  S  

-17 Lactobacillus sp.(26)  R  R  R  R  S  S  S  S  S  

-18 Lactobacillus sp.(27)  R  R  R  R  S  M  S  S  S  

-19 Lactobacillus sp.(30)  R  R  R  R  S  M  R  S  S 

-20 Lactobacillus sp.(31)  R  R  R  R  M  R  M  S S 

21 -  Lactobacillus sp.(32)  R  R  R  R  M  S S  S S  

22 - Lactobacillus sp.(35)  R  R  R  R  S  S  R  S  S  

-23 Lactobacillus sp.(36)  R  R  R  R  M  S  R  S  S  
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    لأنتاج حامض اللاكتيك   Lactobacillusغربلة عزلات بكتريا   2-3

ـــاج الأختبـــار قابليتهـــا فـــي  Lactobacillusعزلـــة بكتيريـــة عائـــدة لجـــنس  24 تـــم اســـتخدام        نت

روف مختلفــة ظــالســائل وتحــت   MRSحــامض اللاكتيــك ، وتمــت تنميــة هــذه العــزلات علــى وســط 

روفاً لاهوائية بأسـتخدام ظدورة / دقيقة ) و  100بسرعة رج ( هزازةهوائية ساكنة وأخرى روفاً ظشملت 

 ) أن8.وقــد أظهــرت النتــائج المبينــة فــي الجــدول ( Anaerobic jar )ســطوانة النمــو اللاهــوائي (ا

نتاج الحـامض ولكـن بـدرجات متفاوتـة ، وبمقارنـة قـيم الانتـاج الجميع العزلات البكتيرية القابلية على 

و  L.  acidophilusنتـاج مـن الحـامض تحقـق مـن العـزلتين إفـي الجـدول نفسـه يلاحـظ أن أعلـى 

)Lactobacillus sp. (25 إ) ا مـعلـى التـوالي . وذلـك بتنميتهغـم / لتـر  59.76 )و 57.86ذ بلـغ

 Lactobacillus sp. (4)نتـاج الحـامض مـن العزلـة انعـدام ايضـاً اتبـين  وروف سـاكنة . ظـتحـت 

 .روف الهوائية الهـزازةظغم / لتر تحت ال  5.12روف النمو الساكنة واللاهوائية ، بينما بلغ ظتحت 

حـامض منهمـا نتـاج الإعتماداً على هذه النتـائج فقـد أختيـرت العزلتـان أعـلاه للدراسـات اللاحقـة وتـم إ و 

  روف الساكنة في جميع مراحل الدراسة . ظتحت ال

 L. acidophilusنتــــاج مــــن حــــامض اللاكتيــــك مــــن العــــزلتين إن الحصــــول علــــى أعلــــى إ     

من  تحت ظروف ساكنة ربما يعزى الى الطبيعة المحبة لكميات قليلة Lactobacillus .sp (25)و

العــزلتين . وفضــلاً عــن ذلــك فــأن دورق المزرعــة  ) لهــاتين Micoaerophilic nature الهــواء (

الساكنة يوفر عدداً غير محـدد تقريبـاً مـن ظـروف التخمـر المتغيـرة تتفـاوت بـين غـزارة المـواد المغذيـة 

الـــــــى الــــــــنقص فــــــــي المـــــــواد المغذيــــــــة وبــــــــين تجهيـــــــز وفيــــــــر للأوكســــــــجين الـــــــى تعــــــــايش لاهــــــــوائي 

)Anaerobiosis، 1987)) جزئي (ساجدي وعلي  .  

ضافي لتلك الأحياء المجهرية التـي لهـا إعد عملية الغربلة مهمة جداً نظراً لكونها تسمح بفرز ت      

ها هــــذه الأمكانيــــة ( ســــاجدي وعلــــي قيمــــة حقيقيــــة فــــي العمليــــات الصــــناعية ونبــــذ تلــــك التــــي تنقصــــ

،1987(.    
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 هوائيـة لأنتاج حامض اللاكتيـك تحـت ظـروف  Lactobacillus بكتريا غربلة عزلات:)8جدول (

    .مختلفة

  

  ت

  

  العـــــزلــة

  ظروف هوائية

  هزازة

  ظروف هوائية

  ساكنة
  ظروف لاهوائية

L A 

(g/l)  

pH 

  

L A 

(g/l)  

pH  L A 

(g/l)  

pH  

-1 
Lactobacillus sp.(3)  

 
0.00 4.16 06.43 4.16 01.67 4.16 

2 -  Lactobacillus sp.(4) 05.12 4.20 0.00 4.19 0.00 4.18 

3 - Lactobacillus sp.(6)  06.31 5.06 32.98 4.72 44.40 4.71 

4  -  Lactobacillus sp.(9)  26.19 4.39 04.52 5.30 10.71 5.15 

-5 Lactobacillus  sp.(10)  29.76  4.54 21.67 4.53 19.29 4.52 

6 -  Lactobacillus sp.(11)  0.00 6.78 01.43 6.76 03.45 6.67 

-7 Lactobacillus sp.(12)  22.62 4.18 33.10 4.18 43.33 4.19 

8 -  Lactobacillus sp.(13)  10.18 5.14 08.04 5.35 06.19 5.47 

-9 Lactobacillus sp.(16)  07.62 5.35 0.24 5.40 04.17 5.42 

10 -  Lactobacillus sp.(17)  43.45 4.24 45.60 4.26 38.81 4.22 

-11 Lactobacillus sp.(18)  30.48 4.14 47.38 4.14 35.36 4.14 

-12 Lactobacillus sp.(20)  36.31 4.18 34.64 4.18 40.83 4.19 

-13 Lactobacillus sp.(22)  13.93 4.17 55 4.16 46.19 4.16 
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-14 Lactobacillus sp.(23)  17.86 4.60 33.81 4.59 35.71 4.74 

15-  Lactobacillus sp.(24)  44.76 4.19 50.95 4.20 40.95 4.20 

-16 
Lactobacillus sp.(25)  57.62 4.12 59.76 4.11 54.76 4.10 

-17 
Lactobacillus sp.(26)  39.76 4.21 48.57 4.20 41.43 4.20 

-18 
Lactobacillus sp.(27)  32.74 4.25 33.93 4.18 52.86 4.23 

-19 Lactobacillus sp.(30)  35.95 4.26 49.17 4.22 46.19 4.19 

-20 Lactobacillus sp.(31)  30.48 4.15 34.76 4.17 44.05 4.16 

21-  Lactobacillus sp.(32)  25.00 4.15 27.14 4.15 30.48 4.14 

22- Lactobacillus sp.(35)  0.00 7.08 12.32 6.99 05.12 6.83 

-23 Lactobacillus sp.(36)  33.33 4.15  40.00 4.14 32.02 4.14 

24-  L. acidophilus  44.17 4.34 57.86 4.23 39.88 4.22 
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هنالـك عــدة دراسـات اشــارت الــى غربلـة الاحيــاء المجهريـة واختيــار الاكفــأ منهـا لانتــاج الحــامض     

هي الاكفأ فـي  Streptococcus bovisريا تان بك  Yuwono and Hadi , (2008)حيث وجد 

كتيــك اذ بلغــت لالبكتريــا حــامض ال لاكتيــك مــن عمليــة غربلــة لــثلاث عــزلات عائــدةلانتــاج حــامض ا

 Ahmed and قــام كمــا  Onggok –tofu liqid)% عنــد تنميتهــا فــي وســط 85حصــيلته (

Kanwal (2004) كتيـك معزولـة مـن حليـب لاعائـدة لبكتريـا حـامض ال عزلات بعملية غربلة لثلاث

  .L وتبــين أن العزلــة S. lactisو   S. cremorisو   L. acidophilusالجمــل شــملت 

acidophilus ذ بلغت نسبة تحويل السكر إفي تحويل اللاكتوز الى حامض اللاكتيك   هي الأكفأ 

وفـي   .علـى التـواليS. cremoris  و   S. lactisن ي)% للعـزلت56و 66(  بينمـا كانـت % 74

عـن  rouxii Amylomycesعائـده لجـنس  ةسـبع سـلالات فطريـ ةدراسه اخرى اسفرت عملية غربل

فـي انتاجهـا لحـامض اللاكتيـك  	 ةكأفضـل عزلـ �A. rouxii    CBS 438. 76   ةاختيارالسـلال

ملغم/مــل عنــد اســتخدام  	 )0.63±3.06و 0.15±3.09و  ±4.64 0.22(نتاجــه إذبلغــت كميــة إ

ــــين كمصــــدر كــــاربوني  الكلوكــــوز ــــذائب والبكت ــــي الوســــط والنشــــا ال ــــوالي.إف ــــى الت                  لانتــــاجي عل

  . ( Saito et al., 2004)  

 deLima  et al).2010(فقد اشار في انتاج حامض اللاكتيك  ةالظروف المستخدم تباينت       

تحــت ظــروف هوائيــه بأســتخدام   .rhamnosus B 103 Lالــى انتــاج  الحــامض مــن بكتريــا    

 Adthalungrong and)، واســـــتخدم  ةدقيقـــــ /ةدور  200رج ( ةوبســـــرع  ةالهـــــزاز  ةالحاضـــــن

Temviriyanukul (2010)  فــي انتــاج الحــامض مــن بكتريــا   ةالســاكن ةالحاضــنL.casei  

TISTR 453 ) 2009، واجرى(. Ray et al  انتـاج حـامض اللاكتيـك مـن بكتريـا   بـينمقارنـةL. 

plantarum  MTC 1407 انتــاج  أعلــى أنوأخــرى هــزازة  ولاحــظ  ةســاكن ةتحــت ظــروف هوائيــ

مــن انتــاج   Altaf et al).2005تمكــن ( ،بينمــا ةالســاكن ةللحــامض تحقــق تحــت الظــروف الهوائيــ

  .ةتحت ظروف لاهوائي GV6 L. amylophilusحامض اللاكتيك من بكتريا 
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 .Lتحديــــد الظــــروف المثلــــى لأنتــــاج حــــامض اللاكتيــــك مــــن بكتريــــا     3-3 

acidophilus   وLactobacillus sp .(25)    

      تأثير نوع الوسط 1-

                     و acidophilus .L   قــــــــــــــــــــورن انتــــــــــــــــــــاج حــــــــــــــــــــامض اللاكتيــــــــــــــــــــك مــــــــــــــــــــن العــــــــــــــــــــزلتين      

Lactobacillus sp.(25)  ساط ،الاول وسطعين من الاو بأستخدام نو MRS  السائل   الصناعي

فـي  ةوكاربونات الكالسـيوم .وأظهـرت النتـائج المبينـ ةخر عصير التمر المدعم بمستخلص الخمير والآ

) أن اعلى انتاج للحامض كان بأستخدام وسط عصير التمر المدعم بالمغـذيات المشـار  4 ( الشكل

    Lactobacillus  sp.25و L. acidophilusغم/لتـر للعـزلتين ) 64.8 و  44.02(اليهـا اذ بلـغ 

الســائل والتــي بلغـــت  MRS عنــد اســتخدام وســط  ةالمستحصــلمقارنــة بقــيم الأنتــاج  ،علــى التــوالي 

 ختيــارإواعتمــاداًعلى هــذه النتــائج تــم علــى التــوالي ايضــاً.  لتــر للعــزلتينغم/ )62.076 و  36.12(

  ستخدامه في جميع مراحل الدراسة اللاحقة .إوتم  اً كاربوني بوصفه مصدراً وسط عصير التمر 

نتاج حامض اللاكتيك ويمكـن أن يعـزى لأمة وسط عصير التمر ءيتضح من النتائج اعلاه ملا     

وي التمــر علــى ســكر تــنتــاج الحــامض حيــث يحإ علــى مكونــات تــدعم نمــو البكتريــا و  ئــهحتواإ الــىذلــك 

ـــــروتين  % 55.8 مختـــــزل بنســـــبة  ـــــة وبعـــــض  % 1.2 وب فضـــــلاًعن الكثيـــــر مـــــن الامـــــلاح المعدني

 تبـين أن تمـور الزهـدي .Yousif et al) 1982() . وفـي دراسـة قـام بهـا 1972الفيتامينـات (البكـر،

 32.77 %منهـا  %  73.4 بنسـبة ةوسـكريات مختزلـ % 86.8 تحـوي علـى سـكريات كليـة بنسـبة

   أشــارت نفــس الدراســة وكــذلكســكر فركتــوز علــى أســاس الـوزن الجــاف  % 39.15 سـكر كلوكــوز و

       البــــــايوتين وحــــــامض و  B2و  B1حتــــــواء هــــــذا الصــــــنف مــــــن التمــــــور أيضــــــاً علــــــى فيتــــــامين إالــــــى 

           غـم مـن الـوزن الجـاف علـى التـوالي . 100) مايكروغرام/6.3و  5.74 و167 و80 (  الفوليك بنسب

  ايضاً.غم من الوزن الجاف 100ملغم/ 2.41 ا على حامض الأسكوربيك بنسبة ئهحتوااعن  فضلاً 
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و  L.  acidophilusنتــاج حــامض اللاكتيــك مــن العــزلتين إ) : تــأثير نــوع الوســط فــي  4الشــكل ( 

Lactobacillus sp. (25)  بأستخدام وسطMRS)) 2) السائل ووسط عصير التمر بتركيز.%( 
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 والكبريــت  الكالســيوم والفســفور والبوتاســيوم هــا علــى نســب مختلفــة مــن أيونــاتئتميــزت بأحتوا و     

  والفلورين . والخارصين والكوبلت والمنغنيز والنحاس والصوديوم والكلور والمغنيسيوم والحديد

ـــم إســـتخدم عـــدد كبيـــر مـــن المـــواد الكربوهيدراتيـــة والنيتروجينيـــة لأنتـــاج حـــامض اللاكتيـــك ا       ذ ت

نتــاج مــن الكتلــة الحيويــة وقلــة إهــا أكبــر حصــيلة مــن الحــامض وأفضــل ئعطااعتمــاداً علــى إختيارهــا إ

عـن سـهولة  يعة بأقـل مـايمكن مـن المعـاملات التمهيديـة فضـلاً العرضية ومعدلات تخمر سر   النواتج

   ختيـــــار المـــــادة الخـــــام يعتمـــــد علـــــى الكـــــائن إ إنو  عمليـــــات الفصـــــل والتنقيـــــة وقلـــــة الكلفـــــة وتوفرهـــــا ،

    .وأشـــارت دراســـات عديـــدة  (Narayanan et al.,2004)المجهــري المـــدروس والنـــاتج المرغــوب 

  Kotzanmanidis et al. (2002)نتاج حامض اللاكتيك بأستخدام المواد الخام فقد أسـتخدم إالى 

وبلغـت كميـة الحـامض  L.delbrueckii NCIMP 8130نتاج الحـامض مـن بكتريـا إالمولاس في 

نتـــاج إنفـــس الوســـط فـــي  Dumbrepatil et al.(2008)ســـتخدم اغـــم /لتـــر . و  90.0 المنتجـــة 

  وتحقـــق أعلـــى  L.delbrueckii Subsp.delbrueckii UC-3افرة الحــامض مـــن البكتريـــا الطـــ

ـــزإ ـــاج للحـــامض بأســـتخدام  المـــولاس بتركي ـــة الحـــامض المنتجـــة  190نت غـــم/ لتـــر حيـــث بلغـــت كمي

ستخدام إذ تم إنتاج حامض اللاكتيك إغم/لتر. وأشارت دراسات أخرى الى استخدام الشرش في 166

وبلغـت كميـة الحـامض R 211    L. helveticusنتـاج الحـامض مـن السـلالة إالوسط المذكور فـي 

غـم /لتـر عنـد    46.0 بلغـت بينمـا .    (Schepers et al.,2002)غـم /لتـر 66.0   المنتجـة

 نتـاج الحـامض مـن الوسـط المشـار اليـهإفـي   NRRL B-441     L.casei سـتخدام السـلالةا

(Buyukkilci.and.Harsa.,2004)  .  مـــــــــــــــــن قبـــــــــــــــــل  ســـــــــــــــــتخدم الســـــــــــــــــليلوزافـــــــــــــــــي حـــــــــــــــــين                 

(2003)  .Yanez et al نتــاج الحــامض مــن الســلالة  إخــام فــي  كمــادة L.coryniformis 

ssp.torquens ATCC 25600 . غم/لتر.  24.0 بلغت كمية الحامض المنتجة  ذإ   

 اللاكتيــك مــن الأحيــاء نتــاج حــامضإلقــد حظيــت المصــادر الخــام بأهتمــام كبيــر فــي دراســات        

     %(30-40) نتاج حامض اللاكتيك تمثلإالمجهرية نظراً لأن كلفة المادة الأساس المستخدمة في 

  .  (Akerberg and Zacchi ,2002 ) من الكلفة الكلية لأنتاج الحامض
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نتـاج حـامض اللاكتيـك فـي هـذه الدراسـة إاستخدام وسط عصـير التمـر كوسـط رئيسـي فـي  نإ       

عـــداد وســـط زرعـــي مناســـب واقتصـــادي للأنتـــاج نظـــراً لكونـــه مصـــدر كربـــوني رخـــيص إســـاعد علـــى 

ســتخدام المصـادرالكربونية النقيــة كالسـكريات يكــون إبينمـا نجـد أن  ،ومتـوفر علـى مــدار السـنة تقريبــاً 

ـــــــــــــى إمـــــــــــــن الناحيـــــــــــــة الاقتصـــــــــــــادية ويقتصـــــــــــــر  اً مكلفـــــــــــــ الدراســـــــــــــات المختبريـــــــــــــة                                   ســـــــــــــتخدامها عل

  ) . 1989 (الحيدري والمصلح ،

   تأثير تركيز عصير التمر -2

نتـاج إفـي  %)10و 8 و 6 و 4 و2 و0.0 ستخدام تراكيز متدرجة من وسـط عصـير التمـر(إتم      

ويتضـح مـن  Lactobacillus sp. (25)و   L.  acidophilusحـامض اللاكتيـك مـن العـزلتين 

يــزداد بزيــادة تركيــز الســكريات  L.acidophilus نتــاج حــامض اللاكتيــك مــن العزلــةإ) أن 5الشــكل (

غم/لتر، ثم ينخفض بعد ذلك . وقد  56.19 ذ بلغ إ %6المختزلة للعصير المستخدم ولغاية التركيز 

نتـاج حـامض إ دزداإذ إ، L. acidophilusحـذو العزلـة  Lactobacillus sp. (25)حـذت العزلـة 

. ويمكـن )6(شـكل /لترغم 55.24 حيـث بلـغ  %8اللاكتيك بزيادة تركيز السكر ولكن لغاية التركيـز 

نتـــاج الحـــامض فـــي التراكيـــز العاليـــة مـــن الســـكريات المختزلـــة الـــى التثبـــيط بالمـــادة إنخفـــاض إتفســـير 

وهــي الظــاهرة التــي تحصــل فــي تخمــرات الوجبــة التقليديــة  (Substrate  Inhibition )الأســاس 

(Dumbrepatil et al.,2008).  وفي دراسة لأنتاج الحامض من بكترياL.lactis subs.lactis 

انخفاض الحصيلة ونسبة تحويل الكلوكوز الى حامض  Cock and destouvenel (2006)فسر 

لأساس والتثبيط بالناتج أوظهور مادة محددة االمادة الكلوكوز الى التثبيط ب اللاكتيك عند زيادة تركيز

في دراسة  Busairi (2010)يتفق مع ماوجده للأنتاج أو بالتوليف بين تأثير هذه المثبطات . وهذا 

بأستخدام تراكيـز  L.delbrueckii subsp. delbrueckii ATCCله لأنتاج الحامض من بكتريا 

     غم/لتــر عنــد التركيــز   54.97  إنتــاج للحــامضعصــير الأنانــاس حيــث بلــغ أعلــى متدرجــة مــن 

. وأشـــار مـــن الســـكر %11 غـــم /لترعنـــد التركيـــز 51.53 ومـــن ثـــم يبـــدأ بالأنخفـــاض الـــى 7%

Poocharoen  (2001) and   Naranong  رجة من نشأ نبات الكسافة تراكيز متد ستخدامإالى   
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 R.oryzae NRRL 395لأنتـاج حـامض اللاكتيـك مـن الفطـر  %18)و15 و12 و10 و5 (     

غـم /لتـر   58.57 ذ بلـغ إ % 12 نتـاج الحـامض بأزديـاد تركيـز السـكريات لغايـة إزيادة في  الاحظو 

نتـاج إ  أن أعلـى  deLima et al.(2010) وذكـر ثـم يبـدأ بالأنخفـاض تـدريجياً بأزديـاد التركيـز .

سـتخدام إعنـد  غـم /لتـر  84.21 بلـغ  L.rhamnosus B103لحامض اللاكتيك المنتج من بكتريـا 

    .)% على التوالي3و10 (  عصير قصب السكر وماء نقيع الذرة بالتركيزين نتاجي يتألف منإوسط 

    تأثير المصدر النيتروجيني وتركيزه  -3

 .Lنـــــــوع المصـــــــدر النيتروجينـــــــي فـــــــي انتـــــــاج حـــــــامض اللاكتيـــــــك مـــــــن بكتريـــــــا  درس تـــــــأثير      

acidophilus  )وLactobacillus sp.(25 شـــملت  ةفقداســـتخدمت خمســـة مصـــادر نيتروجينيـــ

واليوريــا وكبريتـــات وكلوريــد الامونيـــوم ونتــرات الصـــوديوم .واوضــحت النتـــائج أن  ةمســتخلص الخميـــر 

  بلـغ انتـاج الحـامض ذإ )7 (شـكل الخميـرةافضل مصدر نيتروجيني لانتاج الحـامض هـو مسـتخلص 

علـى  .Lactobacillu sp)25(و L.  acidophilus) غـم /لتـر مـن العـزلتين 69.05و 46.07(

بأسـتخدام كبريتـات    L. acidophilus ةانتـاج مـن الحـامض مـن العزلـ أوطـأ سـجلبينمـا   .التـوالي

 نفـي حـي غـم /لتـر ، 19.88   المنتجةذ بلغت كمية الحامض إ اً ينينيتروج بوصفه مصدراً الامونيوم 

 ةبأســتخدام اليوريــا بكميــة حــامض منتجــ  Lactobacillus sp.(25) ةانتــاج مــن العزلــ بلــغ أوطــأ

   . غم/لتر 27.74 مقدارها 

نيتروجينــي  مصــدر بوصــفه افضــلخلص الخميــرة فــي ضــوء ماتقــدم مــن نتــائج تــم اختيــار مســت      

مـع ماوجـده   ستخدامها في جميع مراحل الدراسة اللاحقة . وتتفق هـذه الدراسـةإالحامض وتم لأنتاج 

Nancib et al. (2005)   بكتريـا  نتـاج الحـامض مـنإالذي أشار الى تفوق مستخلص الخميرة فـي

L.  casie subsp.rhamnosus شتملت على الببتون وكبريتات من بين عدة مصادر نيتروجينية إ

 Aeschlimann and  Stockar أشـار  و  الأمونيـوم ومتحلـل الكـازين واليوريـا ومـرق الصـويا .

    Lactobacillusيعد مادة غذائية أساسية لبكتريا  ةالى أن مستخلص الخمير ايضاً  (1990)
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  تيك .نتاج حامض اللاكإحيث تزيد من كفاءة 

مـــــن العـــــزلتين  اللاكتيـــــكنتـــــاج حـــــامض إفـــــي  يمكـــــن أن يعـــــزى تفـــــوق مســـــتخلص الخميـــــرة        

حتـــواء هـــذا المســـتخلص علـــى الكثيـــرمن المكونـــات التـــي تلبـــي إالمســـتخدمتين فـــي هـــذه الدراســـة الـــى 

    اذ يحـوي علـى كربوهيـدرات ونيتـروجين كلـي بنسـبتي، Lactobacillusالاحتياجات المعقدة لبكتريا 

تي تشتمل علـى الكلوريـدات على العديد من الأيونات ال على التوالي كما يحوي) ملغم/غم 90و82 (

 والفوســــفات والصــــوديوم والبوتاســــيوم والكالســــيوم والحديــــد والمغنيســــيوم والنحــــاس والزنــــك والمنغنيــــز

وفيتامينـــات  يـــة وببتيـــداتهـــا علـــى الاحمـــاض الامينئحتواإفضـــلاً عـــن  ،)1990والكوبلـــت (الخفـــاجي،

                وبعــــــــــــــــض الاحمــــــــــــــــاض العضــــــــــــــــوية مثــــــــــــــــل حــــــــــــــــامض البايروفيــــــــــــــــك وحــــــــــــــــامض الكليســــــــــــــــريك  

(Busairi, 2010). نتاج حامض اللاكتيك إفي  وأشارت نفس الدراسة الى تفوق مستخلص الخميرة

مصــادر   مــن بــين L. delbrueckii subsp.  delbrueckii ATCC  9649مــن بكتريــا 

  .الشعير المنبّت لأمونيوم و اشملت اليوريا وماء نقيع الذرة وكبريتات نيتروجينية أخرى 

وبعـــد أن تـــم تحديـــد أفضـــل مصـــدر نيتروجينـــي لأنتـــاج الحـــامض تـــم تحديـــد التركيـــز الأمثـــل        

 و0.1 سـتخدام تراكيـز متدرجـة مـن مسـتخلص الخميـرة  (إ، حيـث تـم هللمصـدر النيتروجينـي لأنتاجـ

) الـى أن أعلـى A – 8و B)% ،وتشـير النتـائج الموضـحة فـي الشـكل (  1.0و0.7 و0.5 و 0.3

 .L) غم/لتــــــر للعــــــزلتين 65.95و 64.88ذ بلــــــغ (ا % 0.7 كــــــان عنــــــد التركيــــــز نتــــــاج للحــــــامض إ

acidophilus وLactobacillus sp. (25) . على التوالي  

نتــاج إســتخدام مســتخلص الخميــرة كمصــدر نيتروجينــي فــي إأشــارت العديــد مــن الدراســات الــى       

لأنتــاج الحــامض مــن  Kotzamanidis et al.(2002)ففــي دراســة قــام بهــا   حــامض اللاكتيــك ،

  غم/لتـر بأسـتخدام 90 بلغـت كميـة الحـامض المنتجـة  L.delbrueckii  NCIMB 8130بكتريـا 

    من مستخلص الخميرة.  % 0.5
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لأحيـاء المجهريـة ، انتـاج حـامض اللاكتيـك مـن إتنوعت المصادر النيتروجينية المستخدمة في        

فطر المن كبريتات الأمونيوم أفضل المصادر النيتروجينية لأنتاج الحامض من  %0.3فقد تبين أن 

R.oryzae NRRL 395 غم/لتـــر  60.80 نتـــاج الحـــامض إذ بلـــغ إ(Naranong and 

Poocharoen,2001)  لأنتــاج  بوصــفها مصــدراً نيتروجينيــاً  %0.2ســتخدمت اليوريــا بتركيــز ابينمــا

ضـلاً عـن . ف (Zhan et al.,2003)الحـامض مـن نفـس الفطـر المشـار اليـه فـي الدراسـة السـابقة 

ــــذرة بوصــــفه مصــــدراً  ــــي انتــــاج حــــامض اللاكتيــــ اً نيتروجينيــــ اســــتخدام مــــاء نقيــــع ال ك مــــن بكتريــــا ف

Lactobacillus sp.RKY2  ( Wee et al.,2006) .  

مــن مســتخلص الخميــرة المتحصــل عليــه مــن هــذه الدراســة  فضــلاً عمــا تقــدم فــأن التركيــز الأمثــل      

)% مـن 6 و 8بوجود التركيز الأمثل من المصدر الكربوني المتحصل عليه من هذه الدراسة ايضـاً (

 ربمـا سـاعد على التوالي  Lactobacillus sp. (25)و L.  acidophilusعصير التمر للعزلتين 

زيـادة   بمـا يحقـق (C/N Ratio)عداد وسط متوازن من حيث النسبة بـين الكربـون والنيتـروجين إفي 

الكربـون  أن النسـب الواطئـة مـن Zhang et al .(2007)فقـد ذكـر  ،نتـاج حـامض اللاكتيـك افـي 

نتـاج قليـل إ لأيثانول والكتلة الحيوية و امن حامض اللاكتيك و  كثيرتسمح بأنتاج  (C\N)/النيتروجين 

  من حامض الفيوماريك فضلاً عن تقصير وقت التخمر.

    تأثير الرقم الهيدروجيني الأبتدائي  4-

  L.  acidophilusدرس تـأثير الـرقم الهيـدروجيني فـي انتـاج حـامض اللاكتيـك مـن العـزلتين      

بتـدائي لأنتـاج ا) أن أفضل رقم هيـدروجيني 9ي الشكل (وكما يلاحظ ف  Lactobacillus sp.25و

        للعــزلتين غم/لتــر 80.54 ) و70.54 حيــث بلغــت كميــة الحــامض المنتجــه ( 6.5 الحــامض هــو

 L .acidophilus   وLactobacillus sp.(25)  عليهـا على التوالي .وتتفـق النتيجـه المتحصـل    

           الـــــــرقم الهيـــــــدروجيني  تـــــــم اســـــــتخدام ذإمـــــــع ماأشـــــــارت اليـــــــه بعـــــــض الدراســـــــات  ةفـــــــي هـــــــذه الدراســـــــ

                        L.delbrueckii  NCIMB  8130نتـــاج حـــامض اللاكتيـــك مـــن بكتريـــا فـــي إ  6.5

 )Dumbrepatil et al.,2008.(  
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 ةمـن الارقـام الهيدروجينيـقـيم مختلفـة  بأسـتخدامفـي دراسـة لـه  .John  et al )2006ووجـد (    

 .pH 6.5)تحقق عند ( delbrueckii.Lأن أعلى انتاج للحامض من بكتريا  )4-10من (  تتراوح

تعـــد  ويضـــها ا هولتوجيـــ ةلمجهريـــاجـــداً لنمـــو الأحيـــاء  اً الهيـــدروجيني للوســـط مهمـــ يعـــد الـــرقم       

ودرجـة  ةوالنواتج الوسطي ةنزيمات الأحياءالمجهرياجداً لفعالية  ةالتغيرات في الرقم الهيدروجيني مهم

فــي حصــيلة النــواتج النهائيــة لأيــض الأحيــاء  اً أن لهــذه التغيــرات تــأثير  فضــلاً عــنتحللهــا وذائبيتهــا ،

ونقل  ةيفة الأنزيمات الأيضيظ) ويؤثر الرقم الهيدروجيني عموماً في و  Egorov ,1985( ةلمجهريا

وقد استخدمت ارقام هيدروجينية أخرى فـي   . )Klovrychev et al.,1979( ةالمغذيات في الخلي

بتعديل   L.manihotivorans LMG 18011 نتاجه من بكتريااذ أمكن إنتاج حامض اللاكتيك إ

كمــا تــم انتــاج   ) .pH)5.5-5) (Ohkouchi et al., 2006 الــرقم الهيــدروجيني للوســط الــى 

 ,.Senthuran et al)   6ل الـرقم الهيـدروجيني للوسـط الـى ـبتعديـ  L.caseiريا ـالحامض من بكت

 ةان الـــرقم الهيـــدروجيني الأمثـــل  لأنتـــاج الحـــامض مـــن العزلـــ Burton 1937) وذكـــر (. (1999

L.bulgaricus ) 6 - 7يتراوح بين.( 

مــدى  علــى ةلــذا يجــب المحافظــ يضــي معــين،انتــاج أي منتــوج إ فــييــؤثر الــرقم الهيــدروجيني       

 المهمةمن العوامل  يعد الرقم الهيدروجيني للوسط الزرعيتحديد لأن  الهيدروجينيةيق من الأرقام ضّ 

 ةلـــذا تضـــاف الـــى الأوســـاط الزرعيـــة مركبـــات تعمـــل منظمـــات للحموضـــ ، ةجـــداً فـــي زيـــادة الأنتاجيـــ

لــذا  ةللاحيــاء المجهريــ ةعلــى الــرقم الهيــدروجيني فضــلاً عــن كونهــا مصــادر مغذيــ ةلغــرض المحافظــ

عـي الزر علـى الـرقم الهيـدروجيني المتعـادل فـي الوسـط  ةتستخدم كربونـات الكالسـيوم لغـرض المحافظـ

الهيــدروجيني تعمــل الاحمــاض  تحلــل الكربونــات وعنـد زيــادة الــرقم انخفــاض الــرقم الهيــدروجيني تفعنـد 

علـى خفـض الـرقم الهيـدروجيني (الحيـدري  ةالى الوسط الزرعي من خـلال الاحيـاء المجهريـ ةالمتحرر 

  ).  1989والمصلح ،
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    تأثير درجة حرارة الحضن  5 -

 L.acidophilus  درس تاثير درجة حرارة الحضن في انتاج حامض اللاكتيك من العزلتين        

أن أعلـى انتـاج   )   A -10و Bفي الشكل ( ةلنتائج المبيناوأظهرت  Lactobacillus.sp.(25)و

 للعــزلتين ) غم/لتــر 85.30و 73.66ذ بلــغ ( إمئويــة  37  ةللحــامض تحقــق بأســتخدام درجــة الحــرار 

جميـع   عتمـاد هـذه النتيجـة وتـم اسـتخدام درجـة الحضـن المـذكورة فـيإلـذا فقـد تـم  التـواليأعلاه على 

مئويــة هـــي   37 الحـــرارة  العديـــد مــن الدراســـات الــى أن درجــة .لقــد اشــارت ةاللاحقـــ ةمراحــل الدراســ

 ةدرجـات حراريـ  Kious ,(2000)سـتخدمالأنتاج الحامض من بكتريا حـامض اللاكتيـك فقـد  المثلى

ارة ر ة حـامض عند درجـنتاج للحإوتحقق أعلى Lactobacillus لأنتاج الحامض من بكتريا  ةمختلف

الـى اسـتخدام درجـة الحـرارة  Narita et al.(2004) و   Idris et al. (2006)ارـوأشـ ئوية.ـمـ 37

ذ بلغت إ على التوالي     S. bovisوبكتريا    L.delbrueckiiذاتها في انتاج الحامض من بكتريا 

بينمــا  ،)غــم /لتــر علــى التــوالي ايضــاً  14.73 و  28.73مــن العــزلتين (  ةكميــة الحــامض المنتجــ

د تــم ـفقــ  ،فــي انتــاج حــامض اللاكتيــك ةحراريــة مختلفــ ت دراســات اخــرى الــى اســتخدام درجــاتاشــار 

 32  ةعنـــد درجـــة الحـــرار lactis subsp. Lactis     Lactococcus  بكتريـــا  نـمـــ هاجـانتـــ

مئوية في انتاج  42 ةكما استخدمت درجة الحرار    ، (Cock and  deStouvenel, 2006)مئوية

 Richter and ذكر ن) في حيL.helveticus )Gonzalez et al., 2006من بكتريا  الحامض 

Trager (1994)  حرارة لأنتاج الحـامض مـن بكتريـا ةأن افضل درج  L.rhamnosus  ATCC  

     .مئوية 45كانت عند 10863

ة بالحضــن علــى   نتــاج مــن حــامض اللاكتيــك مــن العــزلتين قيــد الدراســإعلــى ان الحصــول علــى إ      

لأنزيمــات لعمـــل ارارية هــي المثلــى ـكن أن يعــزى الــى أن هــذه الدرجــة الحـــمئويــة يمــ 37درجــة حــرارة 

 مـن هـذه الدرجــة وطـأان أي درجـة حـرارة أعلـى أو إ الضـرورية لتحويـل المـادة الأسـاس إلـى حـامض و 

   (Panesar et al.,2007).نتاج الحامض إلأيض وبالتالي تؤثر في عملية اتؤثر في 
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 :نتاج حامض اللاكتيك من بكترياإ): تأثير درجة الحرارة في 10الشكل (   

-A L.  acidophilus       

-B   Lactobacillus sp.(25)    
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    تأثير حجم اللقاح  - 6

لأنتـاج بأسـتخدام ا تـم تلقـيح وسـط نتـاج حـامض اللاكتيـكإلغرض معرفة تأثير حجم اللقاح فـي       

 )% وتشـير النتـائج الموضـحة فـي الشـكل 8.0و6.0 و4.0 و2.0 و 1.0حجـوم متدرجـة مـن اللقـاح(

)B 11 و-A نتاج الحامض يزداد بزيادة حجـم اللقـاح المسـتخدم الـى أن يصـل الـى أقصـاه إ) الى أن

للعـزلتين  ) غـم /لتـر91.37و92.29 نتـاج الحـامض(إحيـث بلـغ  % 4 جـم لقـاح مقـداره بأسـتخدام ح

L.  acidophilus   وLactobacillus sp. (25) لذا فقد تم  ، ثم ينخفض بعد ذلك على التوالي

       ستخدام حجم اللقاح المذكور في جميع مراحل الدراسة اللاحقة.إعتماد هذه النتيجة وتم إ

فقــد تــم  لأحيــاء المجهريــة ،انتــاج حــامض اللاكتيــك مــن إ حجــوم اللقــاح المســتخدمة فــيتباينــت       

   %1بأســتخدام حجــم لقــاح مقــداره  L. rhamnosus NBRC3532نتــاج الحــامض مــن بكتريــا إ

(Shindo and Tachibana ,2004)  وتمكـــن ،Mukhopadhyay ,(2009)  نتـــاجإمــن 

 . Zhan et alخدم ـستـاو  . %5ـداره حجـم لقـاح مقـتخدام ـبأسـ L.plantarumالحامض من بكتريا 

   . R.oryzae فطراللأنتاج الحامض من  %10حجم لقاح مقداره  (2003)

وممـــا يجـــدر الأشـــارة اليـــه أن النســـب العاليـــة مـــن اللقـــاح تســـتخدم تحـــت ظـــروف تتواجـــد فيهـــا       

   لأنتــاجيالاتســمح بحـدوث نمـو مفــرط للكـائن الحـي المجهـري فــي وسـط التخمـر  التـيمثبطـات النمـو 

  ).1987(ساجدي وعلي ،
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  نتاج حامض اللاكتيك بأستخدام المزارع المختلطة   إ 4-3    

  L.  acidophilusنتاج حامض اللاكتيك مـن المزرعـة المختلطـة المتكونـة مـن العـزلتين إتم       

اليهـا وذلـك بعـد بـالمزارع المفـردة للعـزلات المشـار نتاجيتهـا إوقورنـت  Lactobacillus sp. (25)و

ـــة هـــذه العـــزلات فـــي وســـط عصـــير الت ـــات الكالســـيوم .  مـــر المـــدعم بمســـتخلص الخميـــرةتنمي وكربون

ـــين انتـــاج الحـــامض 12وأظهـــرت النتـــائج الموضـــحة فـــي الشـــكل ( ) عـــدم وجـــود فروقـــات واضـــحة ب

 92.29ذ بلغت كمية الحامض المنتجة (إبأستخدام المزارع المفردة  هبأستخدام المزرعة المختلطة عن

علـى   Lactobacillus sp.(25)و  L. acidophilus) غم /لتر للمزرعة النقية لبكتريـا 91.73و

  غم /لتر من المزرعة المختلطة . (88.97)بينما بلغت  التوالي

 EL-Hawary et  هتوصـل اليـ مـن هـذه الدراسـة مماثلـة لمـا عليهـا تحصـلوتعـد النتيجـة الم      

al.(2009) ســـتخدامه للمـــزارع المختلطـــة الحـــامض عنـــد ا نتـــاجإ قـــيم  بـــينام بـــأجراء مقارنـــة الـــذي قـــ

   .وسط الشرش المدعم بنخالة الحنطة المنماة في  L.gasseri و L. delbrueckiiوالمفردة لبكتريا 

و   L.pentosusمـن بكتريـا   المزرعـة المختلطـة المتكونـة  Garde et al.(2002)سـتخدم اكمـا 

L.brevis  بينما أشـار  تبن الحنطة ، سليلوز شبه نتاج حامض اللاكتيك منإفي  Francois et 

al .(2007)  ســتخدام العـزلتين االـىS.thermophilus و    L .delbrueckii بوصــفهما اً معـ

  نتاج اللبن الرائب.إفي  بادئين
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     Lactobacillus sp.(25)و L.  acidophilusتقييد خلايا العزلتين   5-3 

      ســـــتخدمت تقنيـــــة تقييـــــد بكتريـــــا حـــــامض اللاكتيـــــك بشـــــكل نـــــاجح لأجـــــراء عمليـــــات تخمريـــــة ا       

مكانيـــة إ فوائـــد عديـــدة منهـــاســـتخدامها إالتـــي تحقـــق فـــي  (Mirdamadi et al.,2008)مختلفـــة 

من التلوث والحصول   لأستخدام المتكرر للعوامل المساعدة الخلوية المقيدة لأكثر من مرة وحمايتهاا

. (Goksungur and Guvenc ,1999) للنـواتج فصـلنتاج عاليـة وسـهولة عمليـات الإعلى كمية 

ســة العوامــل المــؤثرة فــي ودرا Lactobacillus sp.(25)و   L. acidophilusتــم تقييــد بكتريــا 

    .لأمثل من الخلايا المناسب للتقييداشتملت على نوع المادة الساندة وتركيزها والعدد إتقييدها والتي 

    نوع المادة الساندة -  1

 Lactobacillusو  L.acidophilusسـتخدم نوعـان مـن المـواد السـاندة  فـي تقييـد بكتريـا ا      

sp.(25)  لأكـارا) تفـوق مـادة 13ويتضح من الشـكل( %2أكار وبتركيز  -لأكارالألجينات و اهما-

نتـاج إذ بلـغ إساندة في تقييد الخلايا المستخدمة فـي هـذه الدراسـة  بوصفها مادةلألجينات اأكار على 

و   L.acidophilusغـــــــــم /لتـــــــــر لكـــــــــل مـــــــــن بكتريـــــــــا  54.52)و 47.86 (  حـــــــــامض اللاكتيـــــــــك

Lactobacillus sp.(25) نتـاج الحـامض عنـد اسـتخدام مـادة الألجينـاتإبينمـا بلـغ  ،علـى التـوالي   

  يضاً. االتوالي  ) غم /لتر لكلا العزلتين على42.74و45 (

لجينـــات الكالســـيوم فـــي تقييـــد اســـاندة علـــى بوصـــفها مـــادة أكـــار -لأكـــارايمكـــن أن يعـــزى تفـــوق      

ض العوامـل عملامسـتها لـبنتاج حامض اللاكتيك الى كون مادة الألجينـات غيـر ثابتـة عنـد إ الخلايا و 

ــــة للأيونــــات                       مثــــل الفوســــفيت والســــتريت واللاكتيــــت، (Cation chelating agents)الخلاب

2008)  .(Mirdamadi et al  فضلاً عن عدم متانة هلام الجينات الكالسيوم المستخدم في هذه  
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سـتخدام أيونـات إمكانية إمن  على الرغم و والمتصلب في كلوريد الكالسيوم  %2الدراسة عند التركيز 

ختيــار أيــون الكالســيوم فــي هــذه اتــم  هلهــلام الألجينــات الا أنــ (Rigidity)عديــدة لتحقيــق الصــلابة 

لمحتـواه مـن لألجينات لتكـوين الهـلام يعـود ان قابلية إ .(Orive et al.,2004)الدراسة  لقلة سميته 

اذ ترتبط مجـاميع الحـامض بشـكل ثنـائي المحـور مكونـة  (Gluuronic acid)حامض الكلويورونيك

  .(Haug et al.,1966)رتباط للأيون إتجويفاً يعمل كموقع 

   تركيز المادة الساندة -  2

 و4 و(3 [ وبتراكيـز بوصـفهما مـادتين سـاندتينأكـار  -لاكـارالجينات الصـوديوم و استخدمت ا      

) أن A– 14و  (B النتـائج الموضـحة فـي الشـكلر ظهـوت،علـى التـوالي.   % ])4و 3 و2 و(6)

 .Lللعزلتين  ) غم/لتر42.74و45 نتاج الحامض (إذ بلغ إ %2لألجينات هو الأمثل لمادة االتركيز 

acidophilus   وLactobacillus sp. (25)  علــى التــوالي بينمــا كــان التركيــز الأمثــل لمــادة

 غم/لتــر للعــزلتين المشــار اليهمــا  77.38)و70.36نتــاج الحــامض (إذ بلــغ إ %3أكــار هــو  -لأكــارا

أكــار -لأكــاراأختيــرت مــادة   وفــي ضــوء ماتقــدم مــن النتــائج )  A–15 و B (شــكل  علــى التــوالي

سـتخدمت مـادة استخدمت في جميع مراحـل الدراسـة اللاحقـة . لقـد اكأنسب مادة ساندة و  %3بتركيز 

نتــاج لحــامض إوتحقــق أعلــى  L.delbrueckiiالكالســيوم فــي تقييــد بكتريــا  أكــار والجينــات -لأكــارا

 غم/لتـر % 56.78 نتـاج الحـامض إذ بلـغ إ % 3.5 لألجينـات بتركيـز االلاكتيـك عنـد التقييـد بهـلام 

 EL-Hawary et)أكــار  -لأكــارامــن مــادة  % 2.5 عنــد التقييــد بـــ  غم/لتــر 55.1 بينمــا بلــغ 

al.,2009).  

  مـوادسـتخدام تقنيـة تقييـد الخلايـا فـي العمليـات التخمريـة بأسـتخدام إأشارت دراسات عديدة الى       

              تراكيـــز متدرجـــة مـــن مـــادة البكتيـــت  Panesar et al. (2007)ســـتخدم افقـــد  ،ســـاندة مختلفـــة

               ذ بلغ إ % 3نتاج لحامض اللاكتيك عند التركيز إوكان أفضل  L.caseiلتقييد بكتريا )% 6-2(
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  ���ر��: ���ج ���ض ا�����ك �نإأ��ر '& -��7را): �*(�ر �ر��ز 15ا�%�ل (    

      -A  L. acidophilus  
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ستخدامه لتراكيز متدرجة من إعند  Goksungur and Zorlu (2001)غم/لتر. ووجد  28.34   

 cerevisiae الخميـرة لأيثـانول مـنالأنتـاج  %3.5)و3 و2.5 و2 و1.5 و 1الجينـات الصـوديوم (

Saccharomyces  اســتخدمبينمــا  ،مــن المــادة الســاندة % 2 نتــاج تحقــق عنــد التركيــزإأن أفضــل 

ــــــز  ــــــي   %4التركي ــــــاج البكتريوســــــين مــــــن بكتريــــــا إف   Enterococcus faecium A2000نت

(Ivanova et al.,2002).   

لا بالأحياء المجهرية  إأكار بكونها رخيصة الثمن ومقاومة عموماً للتحلل  -لأكاراتمتاز مادة       

لا أنهـا تعـد مـادة سـاندة إورغـم عـدم متانتهـا  (Junyan et al.,2006)أنها ليسـت ذات متانـة عاليـة 

مناسبة لتقييد الخلايا في هذه الدراسة نظراً لأن ظروف التخمـر هـي ظـروف سـاكنة ولـيس بأسـتخدام 

أكـار مـن سـكريات -رلأكـااأكـار. تتكـون مـادة -لأكـاراذ قد يؤدي الـرج الـى تكسـير إالحاضنة الهزازة 

أنها مادة شفافة عديمة اللـون  اضافة الىالبحرية  لأعشابامصدرها  (polysaccharides)متعددة 

لأوســـاط الزرعيـــة بتركيـــز مقـــداره اعنـــد درجـــة الغليـــان وتســـتعمل مـــادة مصـــلبة  فـــي المـــاء تـــذوب فـــي 

  .)1991(صالح ، 3%)-1.5(

  	 لأمثل من الخلايا في التقييد استخدام العدد إ-  3

ســـتخدام أعـــداد اأكـــار ب-لأكـــارالأمثـــل مـــن الخلايـــا الـــلازم للتقييـــد علـــى مـــادة اتـــم تحديـــد العـــدد      

نتـاج حــامض اللاكتيـك مــن إ) أن 16(خلية/مل.يتضــح مـن الشــكل (�		10		−	�10)تراوحـت بـين  

يـا المسـتخدمة يـزداد بأزديـاد عـدد الخلا Lactobacillus sp.(25)و   L. acidophilusالعـزلتين 

10)		 فــي التقييــد لغايــة		 × ) غــم /لتــر 64.28و58.66 نتــاج الحــامض (إذ بلــغ إخليــة /مــل  (1

ستخدام عدد إنتاج حامض اللاكتيك عند إنخفاض إن إللعزلتين على التوالي. ثم ينخفض بعد ذلك . 

		�10)		د مقدارهخلايا مقيّ  × من الخلايا يعد كبيراً يمكن أن يعزى الى أن هذا العدد  خلية / مل(1

           لأوكســــــجين اأكــــــار ويــــــؤدي ذلــــــك الــــــى نقــــــص  فــــــي -لأكــــــارامقارنــــــة بوحــــــدة المســــــاحة فــــــي مــــــادة 

 ). في ضوء هذه النتائج فقد 1990وبالتالي عرقلة الفعاليات الحيوية وتغير أنماطها (الخفاجي ،
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    :���ج ���ض ا�����ك �ن ���ر��إ): �*(�ر دد ا����� ا�����دم '& ا����1د '&  16ا�%�ل ( 
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10	)أعتمــد العــدد (	 × أنســب عــدد يمكــن يمكــن تقييــده مــن الخلايــا لأنتــاج حــامض اللاكتيــك   		1

  ستخدم هذا العدد في جميع مراحل الدراسة اللاحقة.او 

 أســتخدم  ذ إالنتيجــة المتحصــلة مــن هــذه الدراســة مماثلــة لمــا وصــف فــي دراســات ســابقة ،تعــد       

10)	(  عـدد خلايـا مقـداره	 × المقيّـدة  L. delbrueckii و   L.gasseriخليـة /مـل مـن بكتريـا 1

  أكــار لأنتـــاج حـــامض اللاكتيـــك فــي وســـط الشـــرش المــدعم بطحـــين فـــول الصـــويا -لأكـــارافــي مـــادة 

 EL-Hawary)لتر للعـزلتين أعـلاه علـى التـوالي) غم /50.18و77.21الحامض (نتاج إحيث بلغ 

et al., 2009)                                                                      .  

نتاجه إجهرية ، فقد تم لأحياء المإنتاج حامض اللاكتيك من اباينت أعداد الخلايا المقيدة في ت      

ــــا  ــــا L.casei ATCC393مــــن بكتري مقــــداره                   المقيــــدة فــــي مــــادة الجينــــات الكالســــيوم بعــــدد خلاي

  )(	10�		 ×  Prevost and Diviesوتمكـن .  (Corton  et al.,2000)خليـة /مـل   	1

المقيدة فـي هـلام  .Lactococcus lactis sspمن بكتريا   نتاج حامض اللاكتيكإ   من  (1992)

��10)مقــداره ( ت بأســتخدام عــدد خلايــا ينــاالألج ×  .Arnaud et alخليــة /مــل . وأشــار  2

��10 ستخدام عدد خلايا  مقدارهاالى  (1992) ×  المقيدة في هلام    L.casei) من بكتريا 	(1.5

K- carrageenan (LBG).               

ضـافتها إلأن  وذلـك أن تضـاف  الخلايـا بكميـات ملائمـة يجـبفي تخمرات حامض اللاكتيك        

طالة وقت التهيؤ للخلايا كـي ايؤدي الى خسارة من ناحية  بكميات قليلة أوبحالة فسلجية غير جيدة 

دامــة الخلايــا الأســاس لنمــو و االطاقــة ومــواد كميــات كبيــرة مــن ستســتعمل لك فأنهــا تبــدأ بالأنتــاج وكــذ

  .1990) (الخفاجي ، 
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تحديـــدالظروف المزرعيـــة المثلـــى لأنتـــاج حـــامض اللاكتيـــك مـــن الخلايـــا  3-6 

    المقيدة 

  تمــت دراســة عــدد مــن الظــروف المــؤثره فــي انتــاج حــامض اللاكتيــك مــن الخلايــا المقيــدة التــي      

  اشتملت على :

    تأثير تركيزعصير التمر  1-

  .Lانتـــاج حـــامض اللاكتيـــك مـــن العـــزلتين  فـــيتمـــت دراســـة تـــأثير تركيـــز عصـــير التمـــر      

acidophilus   وLactobacillus sp.(25) أكار حيث استخدم عصير -لأكارا المقيدة في مادة

أن  )18و 17(  ينشــكلفــي ال وأظهــرت النتــائج %) 10و 8و 6و 4و 3و 2( ةالتمــر بتراكيــز متدرجــ

ـــد  ـــاج الحـــامض مـــن العـــزلتين قي ـــد  ةالدراســـأفضـــل تركيـــز لعصـــير التمـــر لانت        ذ بلـــغ إ %4 كـــان عن

 علــى Lactobacillus sp.(25)و   L. acidophilus ) غم/لتــر للعــزلتين81.07و73.21 (

كأنسـب تركيـز مـن عصـير التمــر  % 4 عتمـاداًعلى هـذه النتـائج فقـد تـم اســتخدام التركيـزإ و .  التـوالي

.ويتضــح مــن النتــائج أن الخلايــا المقيــدة تســتهلك  ةاللاحقــ ةفــي جميــع مراحــل الدراســ اســتخدامهوتــم 

يتضـح أن  )  6 و  5إذ أنـه بـالرجوع الـى الشـكل ( بالخلايـا الحـرة بنسبة أقل مقارنة  اً كربوني اً مصدر 

لأنتــاج الحــامض مــن  ةالمختزلــ  همــا  التركيــزان الأمــثلان مــن الســكريات)%  8 و 6 ( التركيــزين

، علـى التـوالي .ويمكـن  Lactobacillus sp.25)و (  L.  acidophilusللعـزلتين  ةالخلايـا الحـر 

بنــاء كتلتهــا لأعلــى مــن المصــدر الكربــوني للنمــو و  ةتفســير ذلــك بــأن الخلايــا الحــره تحتــاج الــى نســب

   .  فقط ةفي حين تتميز الخلايا المقيدة  بأنقسامات محدد ، ةالحيوي

نتـاج حـامض اللاكتيـك مـن الخلايـا إالتـي أوضـحت دور المصـدر الكربـوني فـي ومـن الدراسـات      

مـن  % 4 الـى اسـتخدام الشـرش الحـاوي علـى تركيـز Panesar et al. (2007)  اشـار  المقيـدة

واجـرى  المقيـدة فـي مـادة البكتيـت ، L. caseiاللاكتوز كوسط لانتاج حـامض اللاكتيـك مـن بكتريـا  

Rao et al.(2009) نتاج حامض اللاكتيك من بكتريادراسة لا L. delbrueckii  الحرة والمقيدة 
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 �66��Lactobacillusج ���66ض ا�����66ك �66ن ���ر��66 إ): �66*(�ر �ر��66ز )�66ر ا���66ر '66&  18ا�%�66ل ( 

sp.(25) . ا���1دة  
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 بلـغ انتـاج الحـامض  حيـثمـن الكلوكـوز فـي الوسـط الانتـاجي  %10 سـتخدام بألألجينات ابمشتقات 

غـم /لتـر للخلايـا  51  و )  (Palmitolyted alginate  غم /لتر للخلايا المقيـدة  فـي مـادة 80.5

 الحرة .

    تأثير تركيز المصدر النيتروجيني-  2  

 L.  acidophillusنتـاج حـامض اللاكتيـك مـن بكتريـا إدرس تأثير المصدر النيتروجيني في       

    ســــتخدمتاأكــــار حيــــث  -لأكــــارامــــن مــــادة   % 3المقيــــدة فــــي   Lactobacillus sp.(25)و 

              % ) 1و0.7 و0.5 و0.3 و0.1 شـــتملت علـــى (اتراكيـــز متدرجـــة مـــن مســـتخلص الخميـــرة 

         الموضـــــحةروجينــــي للمقارنــــة . اظهــــرت النتــــائج المعاملــــة الخاليــــة مــــن المصــــدر النيت ضــــافة الــــىإ

نتـاج للحـامض إ يـز لمسـتخلص الخميـرة الـذي حقـق أعلـىأن أفضـل ترك ) A– 19 و B(فـي الشـكل

 L. acidophilusغـم / لتـر للعـزلتين  60.12) و46.55 ذ بلغـت ( إ  % 0.3 كـان عنـد التركيـز 

سـتخدامها فـي جميـع اعتماد هذه النتيجة وتم الذا فقد تم  على التوالي Lactobacillus sp. (25)و

  مراحل الدراسة اللاحقة .

نتــاج حــامض اللاكتيــك مــن إســتخدام مســتخلص الخميــرة فــي إقــد أشــارت دراســات عديــدة الــى ل      

 تركيـزمستخلص الخميرة ب Hongxian and Jainqiang  (2008)ستخدم  افقد  الخلايا المقيدة .

  40.1 نتـــــاج الحـــــامض إذ بلـــــغ إ L.rhamnosusلأنتـــــاج حـــــامض اللاكتيـــــك مـــــن بكتريـــــا  % 0.3

مــن مســتخلص  % 0.85 تركيــز  Shindo and Tachibana (2004)ســتخدم إغم/لتــر. بينمــا 

 Yoo et al.(1997)الخميرة لأنتاج الحامض من العزلة المشار اليها في الدراسة السـابقة . وأشـار 

ـــاً شـــائعاً يجهـــز بكتر  ـــرة يعـــد مصـــدراً نيتروجيني ـــى أن مســـتخلص الخمي ـــد ال ـــا حـــامض اللاكتيـــك بمعق ي

مـاء نقيـع الـذرة  المصـدر النيتروجينـي ستخدموا.  عن تجهيزه بالنيتروجين العضوي) فضلاً B(فيتامين

  .   L.delbrueckii   (Rao  et al.,2009) لأنتاج الحامض من بكتريا  % 6.8 بتركيز 

  



 الفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشةالفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشةالفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشةالفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشة

 
110 

  

  

  

   :���ج ���ض ا�����ك �6ن ا����ر��6 ا��6�1دةإ) : �*(�ر �ر��ز ا��)در ا����رو���& '& 19ا�%�ل (
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ضــافة مصـادر نيتروجينيــة لأنتـاج حـامض اللاكتيــك ويفضـل أن لاتكــون معقـدة جــداً إلابـد مـن       

عمليــات التنقيــة والأســتخلاص النهائيــة ولــذلك تضــاف بكميــات قليلــة بحيــث مثــل الببتــون لأنــة يعرقــل 

  .1990)تكون كافية لعمليات النمو(الخفاجي ،

   تأثير مدة الحضن    3 -

 L. acidophilusنتـاج حـامض اللاكتيـك مـن الخلايـا الحـرة والمقيـدة للعـزلتين إتمـت متابعـة      

ساعة لتقدير حـامض 12 ساعة وذلك بسحب أنموذج كل  96  لمدة  Lactobacillus sp. (25)و

اللاكتيك المنتج كما تمت متابعة تغيـرات الـرقم الهيـدرجيني خـلال المـدة المـذكورة مـن التخمـر . فعنـد 

 نتـاج حـامضإ) أن A – 20و B إنتـاج الحـامض يلاحـظ مـن الشـكل (  سـتخدام الخلايـا الحـرة فـيإ

للعزلتين  ) غم/لتر 38.57و 24.5نتاج الحامض (إذ بلغ إساعة من التخمر  12 اللاكتيك يبدأ بعد 

سـاعة  60  بعـدلـى أقصـاه اعلى التوالي ثم يرتفع بشكل تـدريجي الـى أن يصـل  هالمشار اليهما أعلا

ـــــة حـــــامض منتجـــــة   L. acidophilusلبكتريـــــا  ـــــر. 52.38 بكمي ـــــا   48و غم/لت ســـــاعة لبكتري

Lactobacillus sp. (25)  نتـــاج إغم/لتـــر ليســـتقر بعـــد ذلـــك  68.21 بكميـــة حـــامض منتجـــة

  الحامض لكلا العزلتين .

نتــاج لحــامض اللاكتيــك مــن بكتريــا إلقــد وجــد أن مــدة الحضــن اللازمــة للحصــول علــى أقصــى       

S.bovis  ســاعة   48هــي(Yuwono and Hadi ,2008)غــت مــدة الحضــن لأنتــاج ل.كمــا ب

 .(Gardner et al.,2001)سـاعة  72 الحامض من مزرعة مختلطة من بكتريـا حـامض اللاكتيـك 

مـن  نتـاج حـامض اللاكتيـك إسـتخدام مـدة الحضـن ذاتهـا فـي االـى Zhan et al .(2003)  وأشـار

 ســـتخدام أوقـــات حضـــن قصـــيرة وأخـــرى إالدراســـات الـــى  عـــدد مـــن ت. وقـــد أشـــار  R.oryzaeفطـــر ال

لأنتـــاج أفضـــل مـــدة حضـــن  تالمجهريـــة ،حيـــث كانـــ لأحيـــاءاطويلـــة لأنتـــاج حـــامض اللاكتيـــك مـــن 

بينمــا كانـــت  ، (Mukhopadhyay,2009)ســاعة  L.plantarum  28الحــامض مــن بكتريــا 

 عنــد اســتخدام وســط أيــام 7 مقــدارها   L.delbrueckiiبكتريــا  مــن  أفضــل مــدة حضــن لأنتاجــه

  .(Farooq , 2006 ) % 18 المولاس بتركيز 
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لوسـط التخمـر يبـدأ بالأنخفـاض  وبالرجوع الى الشكل مرة اخرى يتضح أن الـرقم الهيـدروجيني       

  سـاعة للعزلـة 48 د بعـ 4.64  ساعة من التخمر ويستمر بالأنخفاض الى أن يصل الى  12 بعد 

L. acidophilus  ســاعة للعزلــة  60د بعــ  4.16 وLactobacillus sp.(25)  ثــم يســتقر بعــد

العضوية  لأستهلاك السريع للكربوهيدرات حيث يرافقه تكون بعض الأحماضاويعزى ذلك الى  ،ذلك

  .(Egorov,1985)الرقم الهيدروجيني للوسط  حياناً في خفضاالتي تتسبب 

 Lactobacillus sp.(25) و  L. acidophilus المقيدة للعزلتين  ستخدام الخلاياإما عند ا      

سـاعة مـن  12نتـاج الحـامض يبـدأ بعـد إ) أن  A -21 و Bنتاج الحامض فيلاحظ من الشكل (إ في

  L. acidophilus)غم/لتــر للعــزلتين 9.29و8.21 ذ بلغــت كميــة الحــامض المنــتج (إ التخمــر

    قصـــاهاثـــم يرتفـــع بشـــكل تـــدريجي الـــى أن يصـــل الـــى  ،علـــى التـــوالي Lactobacillus sp.(25)و

ـــــــــغ إســـــــــاعة  60د بعـــــــــ ـــــــــ 54.76 ذ بل ـــــــــر لل ــــــــــساعـــــــــ 72و   L.acidophilus عزلةـغم/لت ة ـة للعزل

Lactobacillus sp .(25)  ثـم يسـتقر بعــد  غم/لتــر، 74.76 ذ بلغـت كميــة الحـامض المنتجـة إ

نتــاج مــن الحـامض فــي الخلايــا المقيــدة يســتغرق إيتضــح مــن النتــائج ان الوصـول الــى أقصــى   .ذلـك

وقتـاً أطـول مقارنــةً بالخلايـا الحـرة ، ويمكــن أن يعـزى ذلــك الـى ان الخلايـا المقيــدة يمكـن ان تتعــرض 

  لأســاس او انتشـــاراانتشــارمواد  ءفــي الفعاليــات الأيضــية نتيجــة لقلـــة التهويــة ونتيجــة لــبط ءالــى بــط

). فــي ضــوء هــذه النتــائج  تــم تثبيــت 1990بالخلايــا (الخفــاجي،النــواتج مــن البيئــة المباشــرة المحيطــة 

     .L البكتريـا المقيـدة  نتـاج مـن حـامض اللاكتيـك مـنإسـاعة لأفضـل  )72و60 حضـن قـدرها ( مـدة 

 acidophilus وLactobacillus sp.(25) .على التوالي       

لقــد وجــد أن مــدة الحضــن اللازمــة للحصــول علــى اقصــى انتــاج لحــامض اللاكتيــك مــن بكتريــا       

Corynebacterium  glutamicum  المقيـــدة فـــي هـــلام(Carrageenan) ســـاعة          72كانـــت

(Amin and Talhi ,2007)كمـا بلغــت مـدة الحضـن المسـتخدمة لأنتــاج الحـامض مـن بكتريــا . 

L.casei ســاعة 32 لجينــات البــاريوم المقيــدة فــي مــادة ا(Yoo et al., 1996)أجــرى .  و  

Mirdamadi et al.(2008)  نتاج حامض اللاكتيك من بكتريا إمقارنة فيL.casei  الحرة  
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  الحضــن مـدة نتـاج للحـامض تحقـق عنـدإوجــد أن أعلـى و  أكـار-لأكـارامـن مـادة  % 2 والمقيـدة فـي 

 Shindoسـتخدم اكمـا  ) غم/لتر للبكتريـا الحـرة والمقيـدة علـى التـوالي.40و 60 ذ بلغ (إساعة  96

and Tachibana (2004)  مــدة الحضــن ذاتهــا لأنتــاج الحــامض مــن بكتريــاL.rhamnosus 

   .(Bead glass) الـ  المقيدة في

 36وبــالرجوع الــى الشــكل الســابق يتضــح أن الــرقم الهيــدروجيني للوســط يبــدأ بالأنخفــاض بعــد       

            ســـــاعة للعزلــــــة  60 بعـــــد  5.64 ســـــاعة مـــــن التخمـــــر ويســـــتمر بالأنخفـــــاض الــــــى أن يصـــــل الـــــى 

 L .acidophilus  سـاعة للعزلـة  84بعـد   4.22 وLactobacillus sp. (25)  ثـم يسـتقر بعـد

نتـاج حـامض اللاكتيـك كمـا أن لتجمـع هـذا إنخفـاض الـرقم الهيـدروجيني الـى إذلك ، يمكن ان يعـزى 

مـــواد ســـتخدام إلتـــأثيره علـــى الخلايـــا المنتجـــة لـــذا يجـــب  هنتاجـــإالحـــامض تـــأثيراً تثبيطيـــاً علـــى عمليـــة 

ج الحامض من العـزلتين قيـد نتاإضافة كربونات الكالسيوم في وسط إلمعادلة تأثيره وهذا يفسر سبب 

     .الدراسة

   تية الخلايا المقيدة و دراسة ثب  - 4

 بمـادة  تينالمقيـد Lactobacillus sp. (25)و  L. acidophilusتيـة بكتريـا و تمت دراسة ثب      

وتضـمنت  لأسـتخدامها بشـكل متكـرر لأنتـاج حـامض اللاكتيـك مـن عصـير التمـر. أكار-أكار % 3

 15ستمرت الدراسة لمدة اساعة و   72 نتاجي جديد كلإوسط المتخمر بوسط ستبدال الاهذه الدراسة 

أكـار -لأكـاراسـتخدام البكتريـا المقيـدة فـي مـادة إمكانيـة إ A– 22) و  (Bيومـاً . يتضـح مـن الشـكل 

  دورات تخمريــــة دون أي 5بشـــكل نـــاجح لأنتـــاج حــــامض اللاكتيـــك مـــن وســـط عصــــير التمـــر لمـــدة 

  نتاج الحامض .إنخفاض في مستوى إ

ـــذا حظـــي هـــذا الموضـــوع ا تيـــة الخلايـــا المقيـــدة تعـــد معيـــاراً لكفائتهـــا  فـــي و لكـــون ثبو         لأنتـــاج ل

                فـــــي دراســـــة عـــــن Doleyres and Lacroix (2004) بأهتمــــام البـــــاحثين فقـــــد أشـــــار 

المقيـدة فـي  الخلايـاتيـة و سـتمرارية ثباالـى  (k-carrageenan) المقيـدة بمـادة L.helveticusبكتريـا 

  تية بكتريا و ثب Mirdamadi et al. (2008)يوم. بينما درس  100 أكثر من  نتاج الحامض إ
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  L.casei رة يوماً ولاحظ الانخفاض التدريجي للحامض بعد الـدو   40لألجينات لمدة االمقيدة بمادة 

الرابعة . أما   Rao et al.(2009) كتريا الى أن ب الدراسة فقد أستخدم أكثر من مادة ساندة وأشارت 

L. delbrueckii المقيـدة فـي   (palmitoylated alginate)  يسـتخدامها لأكثـر مـن ثمـانإمكـن ي 

ت نخفــــاض فـــي كميــــة الحــــامض المنـــتج ،بينمــــا كانــــت ســــتة دورااي الاحظــــة دورات تخمريـــة دون م

                                           لألجينات كمادة ساندة.اخدام مادة ستإتخمرية في حالة 

فـي تحويـل   Lactobacillus sp. (25)و  L. acidophilusكفـاءة بكتريـا   7-3 

  السكر الى حامض اللاكتيك  

 .L  بعــد أن تــم تحديــد الظــروف المزرعيــة المثلــى لأنتــاج حــامض اللاكتيــك مــن العــزلتين        

acidophilus  وLactobacillus sp. (25)  النسـبة  تـم حسـاب أكـار،-لأكـاراالمقيـدتين بمـادة

 وسط عصير التمر. وأظهرت النتائج المئوية لكفاءة تحويل العزلتين قيد الدراسة للسكر الموجود في

 L. acidophilus)% للعــــزلتين 82.5و78.25 النســــبة المئويــــة لكفــــاءة التحويــــل بلغــــت (أن 

مــن عصــير التمــر كوســط  %4 ســتخدام تركيــز اعلــى التــوالي عنــد  Lactobacillus sp. (25)و

 نتاجي . ا

للســكريات الموجــودة فــي  Lactobacillusحســاب النســبة المئويــة لكفــاءة تحويــل  بكتريــا  نإ      

أن  Rangaswamy and Ramakrishna (2008)فقـد وجـد  الوسـط قـد ورد فـي عـدة دراسـات ،

مـن وسـط  % 2 للسـكريات الموجـودة فـي    L.delbrueckii NCIM 2365كفاءة تحويـل بكتريـا 

 .Lنســبة تحويــل ســكر اللاكتــوز مــن قبــل بكتريــا   .بينمــا كانــت %(3.6± 75.3) المــولاس بلغــت 

acidophilus 74 الجمل  من حليب 5 % عند تركيز% .(Ahmed  and  Kanwal ,2004)   
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    تنقية حامض اللاكتيك   8-3

ـــواتج ا     ـــه فـــي هـــذه الدراســـة  لأن ن ـــدة لأنتـــاج حـــامض اللاكتيـــك المـــراد تنقيت ختيـــرت الخلايـــا المقي

يـؤدي الــى تسـهيل عمليــات  ممــاالتخمـر تكـون خاليــة عمومـاً مــن الخلايـا وبعــض فضـلاتها العرضـية 

نتاج كمية كافية من الحامض من كل إلذا فقد تم   )1990لأستخلاص والتنقية النهائية (الخفاجي ،ا

أكـار -لأكـارا المقيـدتين علـى مـادة  Lactobacillus sp.(25)و  L. acidophilusمن العـزلتين 

ف الكالســيوم  وتحــت الظــرو بتنميتهــا علــى وســط عصــير التمرالمــدعم بمســتخلص الخميــرة وكربونــات 

  الدراسة . ه) خطوات التنقية المستحصلة من هذ3المثلى للأنتاج ويلخص المخطط (

    (Clarification step)خطوة الترويق  1-

 الى   تعديل الرقم الهيدروجيني للراشح الحاوي على حامض اللاكتيك بهيدروكسيد الكالسيوم نإ     

)pH 10 سـاعد فـي تحويـل حـامض اللاكتيـك الـى لاكتـات الكالسـيوم  مركزيـاً  نبذه) ومعاملته حرارياً و

وتكسـير  الزائـدةاضافة الى قتـل البكتريـا وتخثيـر بروتينـات الوسـط والـتخلص مـن كربونـات الكالسـيوم 

وقــد اطلــق علــى المســتخلص ،  (Vijayakumar et al.,2008)فــي الوســط  المتبقيــةالســكريات 

  .(Clarified extract)تخلص المروق بالمس الخطوةالمتحصل عليه في هذه 

     لأولالأيوني االتبادل  -2

ـــادل ا      ـــة التب ـــى حـــامض اللاكتيـــك والخـــارج مـــن خطـــوة اجريـــت عملي ـــوني للراشـــح الحـــاوي عل لأي

لأيونـات االمحضر بالماء المزال منـه  (Amberlite IR-400)يوني نأالترويق بأستخدام المبادل الا

التأكـد   من نـزول جميـع المـواد التـي لـم تـرتبط بالمبـادل فضـلاًعن التأكدوبعد  لأجراءعملية الفصل ،

 ،الغسـل  عمليةمن  الناتجةامض اللاكتيك للأجزاء من عدم نزول حامض اللاكتيك وذلك بتقدير ح

ــــــوم . ــــــم اســــــترداد الحــــــامض بكربونــــــات الأموني ــــــد تمخــــــض  ت ــــــة الاســــــترداد عــــــوق          المــــــذكورة ن عملي

وبعــــد جمــــع الأجــــزاء الحاويــــة علــــى  )A–23 و B شــــكل ((2-10)الحــــامض فــــي الأجــــزاء  ظهــــور

 )               10و 9ج الموضحة في الجدولين  ( تيك لها اظهرت النتائكاللا حامض الحامض وتقدير



 الفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشةالفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشةالفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشةالفصل الثالث                                                                                     النتائج والمناقشة

 
119 

  ) د�1�ق10دورة/د�1(� �
دة ( 5000               طرد 
ر�زي

        ��
��
 أو���   

 ) د�1�ق10دورة/د�1(� �
دة (5000طرد 
ر�زي                   

 

 

�ت  Lactobacillus sp. (25) أو  �����L.acidophilus ا����ر�� �
ا�ظروف ا��(���� ���7ج ���ض ا�����ك  

)���� (را�ب   A%را �ا��زر
ا�����ر��

�طوة ا��رو�ق

 A%ض ا�����ك(را���(

�طوة ���دل أ�و�& أو�C �*���دام 
Amberlite IR-400ا����دل 

ا��رداد

 �طوة ���دل أ�و�& (���� �*���دام
  Amberlite IR-120(H)ا����دل 

���ض ����ــك �ــ1&

 ــ�ــل

+���� (را�ب 
)�رو����ت

���ض ا�����ك �ن ���ر��   ) 3 ��طط ( ��1�� : L. acidophilus  وLactobacillus sp. (25) . 
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-B  Lactobacillus sp.(25)     

 .L للعزلتين )% 95.84و92.63 ملغم/مل وبحصيلة (35.63) و32.92 أن كمية الحامض كانت(

acidophilus  وLactobacillus sp.(25) .على التوالي 

    لأيوني الثاني التبادل ا  3-

  لكاتــأيونيالأول الــى المبــادل الأيــوني ارج مــن خطــوة التبــادل اضــافة حــامض اللاكتيــك الخــإن إ     

[Amberlite IR-120 (H)]   أســـفرت عـــن نـــزول حـــامض اللاكتيـــك المنـــتج مـــن العزلـــةL. 

acidophilus   ـــــــي ـــــــة  (3-11)لأجـــــــزاء او  (2-11)لأجـــــــزاء اف ـــــــتج مـــــــن العزل للحـــــــامض المن

Lactobacillus sp.(25) 24 (  وكما موضـح فـي الشـكل –A,B ( علـى التـوالي. وقـد أدت هـذه 

الخطوة الى تنقية حامض اللاكتيك بالتخلص من المواد التي ترتبط بالمبادل الكاتأيوني وبلغت كمية 

  L. acidophilus)% للعـزلتين 91.5و88.75 بحصـيلة ( )ملغم/مـل 28.25و 26.07الحـامض (

   على التوالي.  Lactobacillus sp. (25)و

نتقائيـة وغيـر مكلفـة إلكونها طريقة  اللاكتيك لأيوني في تنقية حامضاستخدمت تقنية التبادل ا      

ســتخدام إالــى Tong et al.(2004) . وقــد أشــار Polat , 2002)نجازهــا بوقــت قصــير( اويــتم 

غـت حصـيلة الحـامض لفـي تنقيـة حـامض اللاكتيـك وب (Amberlite IRA-92)نـأيوني لااالمبـادل 

 .%(96.2)بنقاوة مقدارها  %(82.6)

 Sun etذ تمكــن إلأحيــاء المجهريــة التنقيــة حــامض اللاكتيــك مــن  ســتخدمت طــرق مختلفــةا      

al.(2006)  ســترة الأولـى عمليــة امــن وسـط التخمــر بخطــوتين تضـمنت الخطــوة مـن تنقيــة الحـامض

 الحامض بأضافة كحول البيوتانول بشكل لاكتات البيوتيل وأسفرت هذه الخطوة عن حصيلة حامض

أمــا الخطــوة الثانيــة فتضــمنت تنقيـــة الحــامض بأســتخدام مبــادل كاتــأيوني وبلغـــت % 87.7 مقــدارها 

.بينمــــــــا اســــــــتخدم  % 90 وبنقــــــــاوة مقــــــــدارها  % 89.7 الحصــــــــيلة النهائيــــــــة لحــــــــامض اللاكتيــــــــك 

Bouchoux et al.(2006)   ) الترشـــيح الـــدقيقMicrofiltration ضـــافية إ ةتنقيـــ ة) كخطـــو

  لأيونات مثل الكالسيومارويق للتخلص الجزئي من بعض الخارج من عملية الت للمستخلص الخام
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     L. acidophilusتنقية حامض اللاكتيك من العزلة  :) 9جدول ( 

  خطوة التنقية
  الحجم

  (مليلتر)

تركيز حامض 

  اللاكتيك

  (ملغم/مل)

كمية حامض اللاكتيك 

  الكلية

  (ملغم)

  الحصيلة

(%)  

 100 1439.4 47.98 30 المستخلص المروق1-

 لأيوني الأولاالتبادل  -2

 بأستخدام المبادل 

(Amberlite IR-400) 

40.5 32.92 1333.26 92.63 

 الثانيلأيوني االتبادل  -3

 بأستخدام المبادل 

 Amberlite IR-120 (H) 

49 26.07 1277.50 88.75 

 

   Lactobacillus sp. (25)تنقية حامض اللاكتيك من العزلة  :) 10 جدول (

  خطوة التنقية
  الحجم

  (مليلتر)

تركيز حامض 

 اللاكتيك

  (ملغم/مل)

كمية حامض اللاكتيك 

  الكلية

  (ملغم)

  الحصيلة

(%)  

 100 154.29 51.43 30 المروقالمستخلص 1-

 لأيوني الأولاالتبادل  -2

بأستخدام المبادل 

(Amberlite IR-400)  

41.5 35.63 1478.65 95.84 

 لأيوني الثانياالتبادل  -3

 بأستخدام المبادل 

Amberlite IR-120 (H)  

50 28.25 1412.70 91.56 
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مـــن حـــامض  ةممكنـــ ةالكهربائيـــة للحصـــول علـــى أكبـــر نقـــاو  ةالـــديلز  ةوالمغنيســـيوم قبـــل مـــروره بأغشـــي

  اللاكتيك .

ـــ      ـــاتج درجـــات مختلف ـــاو  ةللحـــامض الن : الحـــامض الخـــام  هحســـب الغـــرض مـــن انتاجـــب ةمـــن النق

)Crude (يســــمى  مــــا) أو Technical grade ــــاً و   ةيصــــنع للاســــتخدامات التجاريــــ) يكــــون ملون

الكالسيوم عن اللاكتات من وسط التخمر المسخن  ةويحضر بسهوله بأضافة حامض الكبريتيك لأزال

 ةمــن النقــاو  ةعاليــ درجــاتالــى صــناعات التــي لاتحتــاج فــي الويســتخدم  ،المرشـح ثــم يركــز الحــامض 

)% يتطلــب 50-80تركيـز (ب لــون ثلجـيذو  )Edibl grade  (.والنـوع الغــذائي ةكالصـناعات الجلديـ

وهو أكثر نقاوة مـن   (Plastic grade )لاستيكي ضافية عن النوع السابق . والنوع البا ةتنقي ةخطو 

) ذو تركيــز u.s.p) % والنــوع الأنقــى (50-80النــوعين الســابقين ويكــون عــديم اللــون  وذو تركيــز  (

  ).(Vijayakumar et al.,2008  ةيستخدم في الصناعات الصيدلاني %(90)

    )TLC( الرقيقة الطبقةفصل حامض اللاكتيك بكروماتوغرافيا   9-3

 تــم اســتخدام هــذا النــوع مــن الكروماتوغرافيــا لمعرفــة نــوع النظيــر الضــوئي لحــامض اللاكتيــك         

L)form  أو(D  يمـــة قنقـــاوة الحـــامض وقيـــاس  فحـــص،و) fR باســـتخدام (Dioxane  90 % 

ذات لـون   غيـر منتظمـة الشـكل ةعملية الترحيل عن ظهور بقعـ أسفرتكمذيب في عملية الفصل .و 

) 25 (شـكل   (Bromocresol green )زرقـاء بعـد رش الصـفيحه بكاشـف  ةاصـفر علـى ارضـي

تشـير الـى  عليهـا المتحصـل ةلـذا فـأن النتيجـ،للحـامض القياسـي  ةمنتظمـالغيـر  ةللبقعـ ةوهي مشـابه

 ) للحــامض قيــد الدراســه حيــث بلــغ  fR .وقــد تــم حســاب قيمــة ( اً احتمــال كــون حــامض اللاكتيــك نقيــ

   للحــامض المنــتج   0.541 و  L. acidophilusنــتج مــن بكتريــا لحــامض اللاكتيــك الم  0.535

       والتـــــي  ي) للحـــــامض القياســـــ fRوهـــــي مقاربـــــه لقيمـــــة (  spLactobacillus(25).مـــــن بكتريـــــا 

للحــــــامض القياســــــي  f(R() لحــــــامض اللاكتيــــــك مــــــع قيمــــــة fRتقــــــارب قــــــيم ( نإ . 0.559 بلغــــــت 

(L)form اللاكتيك المنتج من العزلتين المذكورتين أعلاه يكون حامض ان على  ةيعد أحد الأدل  
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  ) : �رو�و�و را'�� ا�ط��1 ا�ر�1�0 ����ض ا�����ك : 25%�ل (  ا�

���ض ا�����ك ا����1&:   1ا�
��ر     .  

���ض ا�����ك ا����G �ن ا�
ز�� :  2 ا�
��ر     Lactobacillus sp. (25) .  

���ض ا�����ك ا����G �ن ا�
ز��  : 4و 3ا�
��ران    L. acidophilus .  
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 0.45 بلغـت ) لحـامض اللاكتيـك fR قيمـة ( أن حدى الدراسـات الـىإوأشارت   .)form)Lمن نوع 

)Allan, 1998(  وجـد و في هـذه الدراسـة . عليها لمتحصلاالقيمة وهذه القيمه أقل منSajewicz 

.(2008)et al  قيم ان ) fR( ينالضوئي ينير ظللن )L وD عند فصله لحامض اللاكتيك الراسيمي (

    ينالضــوئي ينيــر ظ) للن0.88و 0.69 ( بلغــت  فــي عمليــة الفصــل    Dioxane المــذيببأســتخدام 

)L وD) على التوالي. وفي دراسة عن قيم ، (fR  للاحمـاض العضـوية الموجـودة فـي الفواكـه وجـد (

Gallander(1985) ) أن قيمة f( R   0.75 لحامض اللاكتيك .  

و  acidophilus .L  التحـــــــري عـــــــن وجـــــــود البلازميـــــــدات فـــــــي بكتريـــــــا  10-3

Lactobacillus sp.(25)    

قيــد الدراســة  تــم لغــرض التعــرف علــى المحتــوى البلازميــدي للبكتريــا المنتجــة لحــامض اللاكتيــك      

شـكل ال الموضـحة فـي استخلاص الدنا الكلي من هاتين العزلتين . وتشير نتـائج  الترحيـل الكهربـائي

   .في هذه الدراسة  ةالمستخدم ةالترحيل الطويلمدة رغم  ةبلازميدي ة) الى عدم ظهور اي حزم 26( 

 ةعــن انتــاج حــامض اللاكتيــك تكــون كروموســومي ةإن هــذه النتيجــة تشــير الــى أن الجينــات المســؤول

ـــــــا  ـــــــى دن ـــــــدنا الكروموســـــــومي عـــــــن الحصـــــــول عل ـــــــائج عـــــــزل ال ـــــــتركبالموقـــــــع .وقـــــــد أســـــــفرت نت ز ي

و  L. acidophilusللعــزلتين  1.615)و  1.591(مقــدارها)ملغــم /مليلتــر وبنقــاوة 3.15و3.12(

Lactobacillus sp.(25) على التوالي،.  
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A 

 

   

 

      The present study included the isolation and identification of  

Lactobacillus from different sources in addition to investigate their abilities    

in lactic acid production .The study also used the cell immobilization 

technique  for the efficient isolates , lactic acid was purified from the 

immobilized  cell .the results revealed the following :  

1- Twenty bacterial  isolates belonged to the  genus of  Lactobacillus  were  

obtained  from different  sources included raw milk , pickles , rural dairy, 

whey and yoghurt . The above  isolates ( in addition to three isolates belong 

to the same genus obtained from College of Veterinary / Baghdad University 

and one  isolate  of  Lactobacillus acidophilus  obtained  from College of  

Agriculture / Baghdad University ) were subjected to a screening  program  

to test their  abilities for lactic acid production  using different incubation  

conditions . Results showed that L. acidophilus and  Lactobacillus sp. (25) 

were the higher producer isolates and chosed to be used for further studies . 

 

2- The optimum cultural conditions for the production  of lactic acid  from L. 

acidophilus and Lactobacillus  sp. (25) were studied . Highest production of 

lactic acid was obtained  by using date juice (6 and 8) % (reducing  sugars) 

for the two isolates , respectively supplemented with  0.7 % yeast extract and  

1 % calcium carbonate , adjusted to pH  6.5  ; inoculated with cells at 

inoculums size (4)% and incubated in static conditions  at 37 °C  for( 60 and 

48) hours to the two mentioned isolates , respectively . 

 

 



B 

 

 
 

3- Cells of L. acidophilus and Lactobacillus sp. (25) were immobilized using 

entrapment method with two different supports . Results showed that agar – 

agar was more efficient in lactic acid production in compare with sodium 

alginate . Factors affect cells immobilization  were studied and the results 

showed  that (3)%  agar – agar as a support with (1×109) cell / ml gave the 

highest production of lactic acid . 

 

4- Some of the optimal conditions for lactic acid production from the   

immobilized cells of L. acidophilus and Lactobacillus sp.(25) were studied . 

The results revealed the following : 

 

A- The best date juice concentration and yeast extract for lactic acid 

production  were (4 and 0.3)% for both isolates , respectively . 

 

B- The optimal incubation periods for lactic acid production were (60 and 

72) hours for L. acidophilus and Lactobacillus sp. (25), respectively. 

 

C- The immobilized cells for both isolates were stable during five repeated 

cycles and no acid production loss was observed during the studied periods. 

 

5-  Lactic acid was isolated from culture filtrate of  L. acidophilus and 

Lactobacillus sp.(25) . The isolation procedure included Clarification step, Ion 

exchange with anionic exchanger ( Amberlite  IR- 400) and Ion exchange with 

cationic exchanger [Amberlite IR 120- (H)]. Lactic acid yield obtained were 

(88.75 and 91.56)% for the above mentioned isolates , respectively . 



C 

 

 

6- Purified lactic acid from both isolates used in this study showed a single spot 

when separated in thin layer chromatography with an Rf value  of (0.535 and 

0.541) for the acids purified from L. acidophilus and lactobacillus  sp. (25) , 

respectively . 

7- Results showed the  absence of plasmids in both Lactobacillus isolates used in 

this study indicating that the genes responsible for the production of lactic acid 

are chromosomally located . 
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