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١/٩/٢٠١٠قبول النشر : ؛ تاریخ ٨/٤/٢٠١٠تاریخ تسلیم البحث : 

البحث :ملخص 
Clostridiumمحلیة من جرثومة زلات) ع10في هذه الدراسة شخصت (

beijerinckii  عینة تم عزلها من المخلفات الصلبة الناتجة من وحدة تصفیة المیاه 100(من (

على الثقیلة لمستشفى ابن سینا في مدینة الموصل ، وحددت صفات العزلات العشرة اعتمادا 

) مطابقتین لصفات البكتریا 6و  4الاختبارات الكیمیاحیاتیة التي أجریت علیها ووجدَ إن العزلتین (

مقارنة قابلیة أنتاجولغرض المنتجة للمذیب العضوي البیوتانول C.beijerinckiiالقیاسیة 

.C) مع العزلة القیاسیة 6و  4(لعزلتین ل البیوتانول acetobutylicumATCC824  فقد

 ت) ،وعندما حلل150,100,50,25(وحسب التسلسلصدمات حراریةلعدة  رضت البكتریاع

) بعد 6) للعزلة المحلیة رقم (1450أعلى إنتاج للبیوتانول (جدَ و  HPLCالمستخلصات بجهاز 

) للعزلة القیاسیة 1244بلغ (في حین )4) للعزلة المحلیة رقم (890بلغ (و ) صدمة حراریة 150(

C. acetobutylicumATCC824 البیوتانول إلا بعد تعریضهم 6و  4(لم تنتج العزلتین ، و (

للصدمات الحراریة في حین أنتجت السلالة القیاسیة البیوتانول قبل تعرضها للصدمات، في حین 

أنتجت السلالة القیاسیة البیوتانول قبل تعریضها للصدمات .

Isolation And Diagnosis of Local Isolates of Clostridium
beijerinckii And A Comparison of It's Ability To Produce

Butanol With The Standard Clostridium acetobutylicum
ATCC824

Ausama, M S Al-Naemi
College of Science /University of Mosul
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In this study (10) local isolates were identified Clostridium

beijerinckii from (100) samples from hard residues of heavy water unit

filtration from Ibin Sina hospital in Mosul city, depending on biochemical

tests . It has been found that two local isolates (4 & 6) are identical to

standard C. beijerinckii in producing butanol. In order to compare the

production ability of butanol of the two isolates (4 & 6) with standard

isolate Clostridium acetobutylicumATCC824 the bacteria were exposed

heat shocks (25, 50, 100 and 150), and when the extracts were analyzed

by HPLC we found the highest production of butanol was (1450) from

local isolate number (6) after (150) heat shocks, and (1244) from standard

isolate C. acetobutylicum ATCC824 and (890) from local isolate number

(4). It was concluded that the two isolates (4 & 6) produce butanol after

they have been exposed to the heat shocks.

  :ةالمقدم
في بدایات القرن الماضي استخدمت العملیات التخمریة الصناعیة في إنتاج المذیبات 

وباستخدام Butanolوالبیوتانول Acetoneوالأسیتون Ethanolالعضویة مثل الایثانول 

طرق تحسین أداء الكائنات المجهریة  عنالبحث  فيلم تتوقف الدراسات الكائنات المجهریة ، و 

لهندسة الوراثیةو االتقنیات الفیزیائیة و الكیمیائیة ثل استخدام وبعدة وسائل م

)Gapes, et al.,1983 ، (بحثت العدید من الدول المنتجة للمواد الغذائیة الطرق السلیمة  كذلك

استخدمت طرق التحلیل الإحیائي لها فة مثل مخلفات البطاطا في التخلص من المخلفات الغذائی

منماة علىلأ Clostridiumباستخدام أنواع من جنس  بعض المذیبات العضویه في إنتاج

,Gapesلكلوكوز (مع امخلفات البطاطا أوساط et al., 1996. (

اج المذیبات توجهت انظار الباحثین الى استخدام طرق من شأنها زیادة إنتفضلا عن ذلك

Clostridiumالعضویة من قبل جرثومة  beijerinckii عبر تلقیح أوساط تخمریة تحتوي قطع

طینیة مفخورة داخل المخمرات لتثبیت الجرثومة علیها ولغرض زیادة التركیز الخلوي ، مع إزالة 

حیوي لمفاعل الالوسط ألزرعي لالمذیب العضوي البیوتانول من الوسط للتقلیل من سمیته في 

زیادة نسبة إنتاج  في ألزرعي الوسطالموجودة في یاتسكر المن القصوىالاستفادةوبالتالي

Jasonالمذیبات ( ,et al., 2002. (
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.Cتمتاز جرثومة  beijerinckii مایكرون 1.5-7.5بكونها عصویة الشكل منحنیة طولها

نهائیة ، موجبة لصبغة كرام، مع نهایات محدبة وتتحرك بأسواط محیطیة ، أبواغها بیضویة تحت 

كما یحتوي على الكلوكوز والكالاكتوز DL-diaminopimelicجدارها الخلوي یحتوي حامض

مستعمراتها ذات كاربوهیدرات ،ال الحاویة علىالزرعیةوساطلأعلى ا تفضل النمو أیضاً ، و 

ع حافات حادة معن الوسط ألزرعي قلیلاً ملم مرتفعة2غیر منتظم دائري بقطر زجاجيسطح

شفافة مائلة للون الرمادي ، ومن أهم نواتجها التخمریة حامضي الخلیك والبیوتریك ، تتواجد 

,Holtالجرثومة في التربة وبكمیات كبیرة وقد تصیب الجروح وتسبب التهابات معقدة ( et al.,

1994. (

.Cمن سلالات  beijerinckii السلالهNCIMB وهي من الطافرات ذات 8052

غرام/لتر قیاسا للإنتاج العالي للجرثومة 8.5الأنتاجیة العالیة للبیوتانول والتي یصل إنتاجها 

غرام/لتر تحت نفس الظروف التخمریة 9.5الذي یصل إنتاجها C.acetobutylicumالقیاسیة 

)Manish & Hans, 2004 ; George, et al., 1983. (

.Cتباین سلالات  beijerinckii لبیوتانول لذا بدأ الباحثون بتحدید لإنتاج افي قابلیتها

BAقد وجد إن ألسلاله و ، السلاله الأكثر إنتاجیه  الأعلى إنتاجاً حیث وصلت إلى 101

للمخمرات الحیویة غرام/لتر وقد اقترنت الزیادة في الإنتاج بزیادة أحجام الأوساط الزرعیة 10

)Amer, 2001; Parekh, et al,.1999 ; Formanek, et al., 1997. (

وتعد الأوساط الزرعیة الحاویة على خلاصة المولاس من أفضل الأوساط في إنتاج 

غرام/لكل 746المذیبات العضویة لاحتوائه على سكریات عدیدة ویصل مجموع السكریات إلى 

غرام من سكریات المولاس قابلة للتخمر من قبل جرثومة 434لتر من المولاس وبینت إن 

BA 101C. beijerinckiiقدره هذه السلالة لن الباحثان إفي مزارع الدفعة ، كما وجد

ممزوجاً معغرام مولاس 80عضویة من المذیبات ال من غرام 22.8إنتاجیة فائقة تصل إلى

,Qureshiغرام كلوكوز ( 25.3 et al.,2001; Chen,2001. (

.Cسلالات محلیة من جرثومة هو عزل وتشخیصهدف الدراسة beijerinckii و ،

تطویر قدرتها الإنتاجیة عبر  وفي إنتاج المذیب العضوي البیوتانول ة هذه السلالاتتحدید قابلی

.للمذیب العضوي البیوتانولة الجرثومةتعریضها للصدمات الحراریة في تحسین إنتاجی

المواد وطرائق العمل
جمع العینات : .1
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لمخلفات الصلبة الناتجة من وحدة تصفیة غم لكل عینة) من ا10عینة (100جمعت 

المیاه الثقیلة لمستشفى ابن سینا والتي تمر عبر وحدات تنقیة وترسیب وتجفیف وتترك على شكل 

طبقات صلبة في أحواض جانبیة .
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الأوساط الزرعیة : .2
أي  3سم800في  70%من الدبس تركیز 3سم200وسط مرق الدبس : حضر الوسط بإذابة -أ

، ثم أضیف 14%من الماء المقطر والمعقم للحصول على محلول سكري تركیز  ٥:١نسبة 

وفوسفات 1.2%وكبریتات الألمونیوم تركیز 6.1%للوسط كاربونات الكالسیوم تركیز 

ثم وزع الوسط في قناني 6.8وضبطت الدالة الحامضیة للوسط عند 0.2%الصودیوم تركیزه 

م ولمدة 60ناني بالماء المسخن الى درجة حرارة ، عقمت هذه الق3سم15زجاجیة بواقع 

.2005النعیمي ، ساعة واحدة ( (

Cruickshankاعتمادا على  Difcoحضرت كافة الأوساط والمجهزة من قبل شركة 

,.Cruickshankفي تحضیر وتهیئة الأوساط الزرعیة (  ١٩٧٥وآخرون  et al.,1975(.

وسط الاكار المغذي .-ب

Christensen’sإنزیم تحلل الیوریا : حضر وسط وسط اختبار - ج Urea ووزع على قناني

.3سم15زجاجیة بواقع 

.3سم15وسط اختبار اللسثنیز : حضر الوسط ووزع الوسط على قناني بواقع  -د

وسط اختبار إنزیم اللیبیز :حضر الوسط ووزع على أطباق بتري واختبر تحلل الدهن فیه . - هـ

ع الجیلاتین : حضر وسط الجیلاتین المغذي ووزع في قناني بمقدار وسط اختبار تمی -و

لكل قنینة .3سم20

وسط اختبار التخمر العاصف : حضر الوسط ووزع على قناني واختبر التخمر العاصف. - ز

وسط اختبار تخمر الكاربوهیدرات : حضر الوسط المضاف له السكریات التالیة لاختبارها .  - ح

StarchRiboseMelezitoseGlycerolFructoseArabinose
SucroseSalicinMelibioseLactoseGalactoseCellobiose
XyloseSorbitolRhamnoseMaltoseGlucoseDulcitole

.Cاختیار العزلات المحلیة المطابقة لصفات جرثومة .3 beijerinckii

.Cشرة لكونها مطابقة لصفات النوعمن مجموع العینات الع6و  4اختیرت العزلتین 

beijerinckii من حیث الاختبارات الكیمیاحیاتیة ، ولكي نحول الخلایا الخضریة إلى الشكل

غم ورطب  200وأضیف لها رمل مغربل ومعقم بمقدار 3سم250ألبوغي ، حضرت دوارق سعة 

مرات في درجة حرارة ثم عقمت الدوارق بالموصدة لأربع 3سم10الرمل بالماء المقطر بمقدار 

121 دقیقة لكل مرة ، وتم التخلص من ألرطوبة بوضع الدوارق في فرن بدرجة 15م  لمدة

6و  4من مزروع العزلات 3سم2ساعة ، وأخیراً لقحت الدوارق بمقدار 24م لمدة 200حرارة 

البكتیریة م لمدة أسبوع لنحصل على الأبواغ37المختارة وحضنت بالحاضنة في درجة حرارة 

)Peppler & Perlman, 1979. (
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الجراثیم القیاسیة :تھیئة .4
C.acetobutylicumمـن جرثومـة  ةقیاسـی عزلـةتم الحصول علـى  ATCC824  وذلـك

Houstonمــن مختبــرات جامعــة  Rice 1615فــي الولایــات المتحــدة الأمریكیــة وبــرقم كتــالوج-

وسط الخاص بها والمكون من محلولین :ولتهیئة العزلة المجففة ، تم تحضیر ال.5500

:) المغذي ویتكون Aالمحلول الاول (

المادةحجمالمادة                      غرام         

2(NH4)SO41mlMgSO4-7H2O ( 0.1 g/ml)
1K2HpO41.5mlFeSO4-7H2O (0.01 g/ml)

0.5KH2PO40.01mlCaCl2 (0.1 g/ml)
2Tryptone0.01mlMnSO4-H2O (0.1 g/ml)
1Yeast extract0.02mlCoCl2 (0.1 g/ml)

0.03mlZnSO4-7H2O (0.1 g/ml)

لتر ماء مقطر ومعقم0.5ذوبت المكونات اعلاه في 

:المحضر) و Bالمحلول الثاني (

لمقطر المعقم .لتر من الماء ا0.5غرام كلوكوز في  50إذابةمن

) وعقمـت قنـاني 3سـم15) ووزع علـى قنـاني بواقـع (B) مع المحلـول (Aتم مزج المحلول (

دقیقــة ، ثــم لقحــت القنــاني مــن العزلــة القیاســیة 15لمــدة  م121الوســط بالموصــدة بدرجــة حــرارة 

ساعة .24لمدة  م37على درجة حرارة لاهوائیاً المجففة وحضنت

التجزیئي :جھاز التقطیر .5
Fractionalاستخدمت عملیة التقطیر ألتجزیئي باستخدام جهاز التقطیر ألتجزیئي 

distillation الذي یتكون من عمود تقطیر مائل مرتبط بعمود تجزئه زجاجي قائم في قمته

من نهایة الحاصلویتم جمع،یحتوي الوسط التخمري 3سم500محرار وفي أسفله دورق سعة 

.3سم250بدورق دائري حجمه  عمود التقطیر 

الكشف عن البیوتانول :.6
Jonesاستخدمت طریقة جونز و وود  and Woodفي الكشف عن وجود البیوتانول ،

رابع كلورید الكرومغم من2.67والطریقة تتضمن تهیئة الكاشف الذي یتكون من اذابة 

Chromium tetraoxide (CrO3) كز مضاف الیه حامض الكبریتیك المرH2SO4 بمقدار

جراء الكشف عن البیوتانول في نواتج من الماء المقطر ، ولأ3سم10ضیف له ثم أ3سم2.3

ة الأخرى م للتخلص من المذیبات العضوی80لى درجة حرارة إالتقطیر تم تسخین المزیج 
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یان م في حین درجة غل78.2م والایثانول درجة غلیانه 56.53سیتون الذي درجة غلیانه كالأ

نبوبة أسیتون النقي في من الأ3سم1لى إقطرة من الناتج 2ضافة إتم ،م 99.5البیوتانول 

وعدت النتیجة موجبه عند ظهور اللون ضیف قطرة صغیره من كاشف جونز ، أاختبار بعدها 

Jones(ثانیة من الاختبار15خضر خلال الأ & Woods ., 1986. (

)HPLC(السائل التحلیل الكروماتوكرافيجھاز .7
/دویـــة والمســـتلزمات الطبیـــة العائـــد للشـــركة العامـــة لصـــناعة الأHPLCاســـتخدم جهـــاز 

.CEمودیــل الصــنعفرنســيمدینــة الموصــل ، والجهــاز  ، ویســتخدم الجهــاز فــي تحلیــل 1200

المذیبات العضویة وهو مرتبط بوحدة حاسوبیه مجهزة للرسومات البیانیة .

فــي المــاء المقطــر لمعــایرة الجهــاز 60%تــم تهیئــة محلــول قیاســي مــن البیوتــانول بتركیــز 

 ةالعزلــ) و 6و  4قبــل الاســتخدام وتحدیــد قیمتــه فــي الرســم البیــاني ثــم قــورن مــع قــراءات العــزلتین (

C.acetobutylicum ةالقیاسی ةللجرثوم ةالقیاسی ATCC 824).Sang, 2008(

النتائج والمناقشة
) نتـــــائج الاختبـــــارات الكیمیاحیاتیـــــة لمجموعـــــة مـــــن الســـــكریات وقابلیـــــة 1الجـــــدول (یبـــــین 

الســــلالات المعزولــــة علــــى تخمیرهــــا ، ومــــن مجمــــوع عشــــر ســــلالات مــــن جرثومــــة الكلوســــتریدیوم 

)6) والعزلــة رقــم (4المعزولــة محلیــاً تطابقــت ســلالاتین فقــط مــن العــزلات العشــرة وهــم العزلــة رقــم (

.Cاسیة لجرثومـة مع صفات السلالة القی beijerinckii مـن حیـث قابلیتهـا فـي تخمیـر السـكریات

Salicinوسالسـین ٍ Dulcitoleالمختارة ، فـي حـین كانـت سـالبه لكـل مـن السـكریات (دولسـیتول 

.C) وهو ما یمیز جرثومة Starchو النشا ٍ Sorbitolوسوربیتول  beijerinckii عـن جرثومـة

C. acetobutylicumATCC وجبــة الاختبــار للســكریات الأربعــة الســابقة وهــي صــفة الم824

,Yanتشخیصیة للتمیـز بـین الجرثـومتین ( et al.,1988  ؛Cato & Stackebrandt, ؛ 1989

Johnson, et al., 1997. (
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.C) نتائج الاختبارات الكیمیاحیاتیة للعزلات المحلیة لجرثومة1(الجدول beijerinckii

.Cوالجرثومة القیاسیة  acetobutylicum ATCC 824

ختباراتالا
نتیجة اختبار جرثومةمحلیاً ةات المعزولم العینارقأ

C. acetobutylicum

ATCC القیاسیة824

صفات جرثومة

C.beijerinckii

القیاسیة 12345678910

Arabinose++++++-+++++

Cellobiose++-+-+++++-+

Dulcitole+++-+-++--+-

Fructose--++-+-+-+++

Galactose++++++++++++

Glucose++++++++++++

Glycerol+-----------

Lactose++++++++++++

Maltose+--+-+----++

Melibiose---+-+-----+

Melezitose---+-+-----+

Rhamnose------------

Ribose------------

Salicin+++-+-+++++-

Sorbitol+++-+-+++++-

Starch+++-+-+++++-

Sucrose++++++++++++

Xylose---+-+--+-++

--+++-------تحلل الیوریا

--++++-+-+++اللسثنیز

------------اللبیز

++++++++++++تمیع الجیلاتین

++++++++++++تحلل الكازایین

ـــائج اختبـــار 2والجـــدول ( ـــین نت ف عـــن وجـــود البیوتـــانول و فـــي الكشـــ)جـــونز و وود() یب

ثانیـة مــن الاختبــار ، حیــث نلاحـظ مــن الجــدول ان العزلــة رقــم 15وتكـوین اللــون الأخضــر خــلال 

) لـــم ینتجـــان المـــذیب العضـــوي البیوتـــانول فـــي بدایـــة نموهمـــا ولكـــونهم مـــن العـــزلات 6) ورقـــم (4(

صــفر ولــم نحصــل المحلیــة ولــم یــتم تعریضــهم لأي مــؤثر فیزیــائي فكــان إنتــاجهم للمــذیب العضــوي 

ـــــوني لكاشـــــف  ـــــر ل ـــــى أي تغیی ـــــت الجرثومـــــة القیاســـــیة )جـــــونز و وود(عل ـــــي حـــــین كان .Cف

acetobutylicumATCC منتجه للبیوتانول وقد تغیر لـون الكاشـف وهـذا یعـد دلـیلاً علـى 824

) لـم 4وجود البیوتانول في نواتج التقطیر النهائیه ، فـي حـین أظهـر الجـدول نفسـه أن العزلـة رقـم (
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صدمة حراریة وهذا الاختبار  ١٠٠صدمة حراریة وإنما أنتجته بعد  ٥٠و  25البیوتانول بعد تنتج

.)8()و5() و2(في الأشكالHPLCیتطابق مع نتائج التحلیل الكروماتوكرافي السائل 

) لــم تنــتج المــذیب العضــوي البیوتــانول بعــد 4) یوضــح إن العزلــة المحلیــة رقــم (2الشــكل (

صــــدمة حراریــــة فــــي حــــین أنتجــــت العزلــــة نفســــها  ٥٠لــــم تنتجــــه بعــــد صــــدمة حراریــــة وكــــذلك25

) ، وازداد إنتاجهــا مــن 5() فــي الشــكل 457.8صــدمة حراریــة وبلــغ إنتاجهــا (100البیوتــانول بعــد 

) وهـذه الزیـادة فـي الإنتـاج 8) فـي الشـكل (890صدمة حراریة وبلغ إنتاجهـا (150البیوتانول بعد 

) أنتجـــت 9حراریـــة ، كمـــا نلاحـــظ إن العزلـــة المحلیـــة رقـــم (حصـــلت بعـــد زیـــادة عـــدد الصـــدمات ال

) فــي الشــكل 455.3() صـدمة حراریــة وبلغـت كمیــة إنتاجهـا 25(المـذیب العضــوي البیوتـانول بعــد 

) الشكل 980.6) وازداد إنتاجها من المذیب العضوي بازدیاد الصدمات الحراریة وبلغ إنتاجها (3(

صــدمة حراریــة كمــا 150) بعــد 1450علــى إنتــاج لهــا (صــدمة حراریــة ، كمــا بلــغ أ100) بعــد 6(

.Cللجرثومـــــة القیاســـــیة HPLC) فـــــي حـــــین تطابقـــــت نتـــــائج تحلیـــــل 9مبـــــین فـــــي الشـــــكل (

acetobutylicumATCC ) بازدیــاد 1244و  1192و  877وازداد إنتاجهــا للبیوتــانول (824

نلاحــظ إن إنتــاج ) علــى التــوالي ، فضــلا عــن ذلــك 150و  100و  25عــدد الصــدمات الحراریــة (

.C)6البیوتـــــــــانول كـــــــــان أعلـــــــــى فـــــــــي العزلـــــــــة رقـــــــــم ( beijerinckii  عـــــــــنC.

acetobutylicumATCC القیاســیة وبهــذا نكــون قــد حصــلنا علــى عزلــه محلیــه لهــا قــدرة 824

إنتاجیة معقولة من البیوتانول .

) الكشف عن إنتاج البیوتانول باختبار جونز للعزلات المحلیة لجرثومة2(الجدول

C. beijerinckii والجرثومة القیاسیةC. acetobutylicum ATCC 824

صدمة150بعد صدمة100بعدصدمة50بعدصدمة25بعددون صدمةالعزلات المختبرة

++---4عزلھ رقم 
++++-6عزلھ رقم 

القیاسیة جرثومة
C.acetobutylicum

ATCC 824
+++++

لیل على وجود البیوتانول(+) فحص موجب ود

) فحص سالب والمستخلص خالي من الالدیهایدات-(
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