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ا ضد واستخدامھBifidobacterium bifidumمن بكتیریا ةالمنتجالمادة المثبطة استخلاص وتنقیة 
نواع البكتیریا المرضیةابعض 

موفق محمد عليغانم محمود حسن      حامد صالح محمد                 
العراق–جامعة الموصل –قسم علوم الاغذیة –كلیة الزراعة والغابات 

الخلاصة
Bifidobacterium bifidum

استخلاص م تاكم.Bergey's manualمعخلال الفحوصات 
G-100باستخدام ي بطریقة الفصل الھلاممنھاالمثبطھ المنتجھ ةدوتنقیة الما

Staphylococcusن الاول اكثر تثبیطا لبكتیریا یعبارة عن ببتید aureusاذ
مدةازداد نمو البكتیریا بزیادة وقد. ملم ٨للببتید الثاني في حینملم ١٣من النمو 

مستعمرات ( م. ت . و ٧٨x٦١٠الى  ل ٢٤٤٨/ )ا
٢٤. مل / م . ت . و ١١x٦١٠ساعة  لتصل الى 

بعد ١٢الى ساعة  لم و . ملم ١٥الى ٤٨م
لمدة ١٠٠و٨٠و٦٠تجاه معاملات " كان ثابتالعزلة المحلیة لالمثبطةالمادةان ونجد  ْ ٣٠م
,١٢و١٣و ١٤دقیقة

اشح كان.ملم ١٥اذ بلغ ة ر تاثیر للمادة المثبطباكpH٦تاثیر الاس الھیدروجیني ظھر ان في حین ر
ةStaph. aureusمثل انواع في
اذ كان Escherichia coliبكتیریا ةملم واكثر الانواع مقاوم١٥الخالیة من النمو 

Bacillusملم والانواع الاخرى ٩النمو لھا  subtilisوProteus vulgarisوBrevibacterium
sp. وaerogenesKlepsella وtyphiSalmonella ملم ١٠و١٠و١١و١٢و١٣اذ بلغت

.B( . على التوالي  bifidum(
.ولاھمیتھا الصحیة 

المقدمة
مسؤولة عن انتاج الحموضة في الحلیب ومن الوھيبكتیریا الحقیقیة التنتمي بكتیریا حامض اللاكتیك الى 

وتسمى لامعاء اللبائنفي الاغشیة المخاطیة ةالمستوطنBifidobacteriumاجناسھا المھمة بكتیریا 
) ٢٠٠٨،الخفاجي (اھمیة صحیة عند استھلاك الالبان المتخمرة الحاویة علیھا لما لھا من ةبالبكتیریا الصدیق

كما ,المرضیةانواع البكتیریااذ تعمل على تحسین التوازن المایكروبي في الامعاء ولھا تاثیر مثبط لبعض . 
كما, الاخرىةتمنع تكوین الانزیمات التي تفرزھا البكتیریا المرضیة وبھذا تمنع السموم والمواد المسرطن

ملاح أةمقاوموض العضویة التي تعمل على خفض الاس الھدروجیني ماتنتج بعض مواد الایض مثل الاح
لھا القابلیة على الالتصاق بامعاء الانسان وتقلل انالصفراء وتعمل على خفض الكولیسترول في الجسم كما

Kerjavainen(قبل بعض المستھلكین من ) Lactose intolerance(من الحساسیة لاستھلاك اللاكتوز 
ھذه البكتیریا مواد مثبطة للاحیاء المجھریة لذلك تنتج ) .٢٠٠٥، واخرون Gursoyو٢٠٠٣، واخرون 

التي تنتجھا انواع البكتیریوسینات المثبطة ومن ). ١٩٩٩واخرون Kebary(استخدمت في حفظ الاغذیة
في الریبوسومات البكتیریة ویمكن مخلقةبات حیویة ببتیدیة وھي مرك) Bifidin(البفدین ریا ھو یھذه البكت

فصلھا بالترشیح الغشائي وھذه الببتیدات الصغیرة بشكل عام مواد مثبطة لنمو الاحیاء المجھریة وتعمل 
البكتریوسینات باختلاف تسلسل احماضھا الامینیة تختلف .ایة ضد الانواع الاخرى من البكتیریا مكأنظمة ح

وتتكون منةتجاه درجات الحرارة العالیةوتكون ثابت" امینیا" حامضا٤٥-١٠ح عددھا من والتي یتراو
ریوسینات یالبكتوالموجبي الشحنة الارجنین موجبة لاحتواءھا على كمیة كبیرة من اللایسین وایونات 

على سطح الاغشیةةفعالمن البكتیریا الموجبة لصبغة كرامةالمنتج

٢١/١٢/٢٠٠٩وقبولھ ٢٧/٩/٢٠٠٩تاریخ تسلم البحث 
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)Ennaharنوع الالبكتیریوسین ھو من النوع من اوھذ) .  ٢٠٠٠،واخرونclass II ویتكون من
,واخرونDeip(وتودي الى موتھاالبكتیریةالخلایاغشاءحداث ثقوب في باھعملینصب واثنینببتیدین
وتقل الثباتیة تجاه الحرارة عند الحرارة ،ةلحامضیفي الظروف اةللحرارة العالیةوتكون ثابت) . ١٩٩٦
) .١٩٩٥,واخرونJack(العالیة 

Bifidobacterium
استخدام نوع ثوMRSوتنمیتھا على الوسط الغذائي  طرد الب

فيالمركزي وكبریتات الامونیوم و
لمنتج یالبكتنموفيظروف  الاس تجاها

. درجات الحرارة العالیة الھیدروجیني و

البحث وطرائقھمواد 
.Bلت بكتیریا عز bifidum من براز الاطفال حدیثي الولادة وبعمر اسبوعین والمعتمدین في

MRS)deManستخدم الوسط الغذائي السائل ا,ویتمتعون بصحة جیدةفقطتغذیتھم على حلیب الام
Rogosa Sharp broth( حسن واخرونحسب طریقةلتنمیة البكتیریامْ ٣٧المعقم والتحضین على

McCanceوHarriganطریقةحسب ةوالكیمیاحیویالمظھریةجریت الفحوصات اكما ) ٢٠٠٧(
ةلیمن العزلھ المحینتم انتاج البكتیریوس.) ١٩٨٦(Bergey's manualوبالاعتماد على ) ١٩٧٦(

دقیقة ١٥دورة بالدقیقة ولمدة ٦٠٠٠وفصلت الخلایا باستخدام الطرد المركزي MRSبتنمیتھا في الوسط 
نسبة % ٤٠باستخدام وذلك) ٢٠٠٣( واخرونKaraoghluحسب طریقة ت المادة المثبطة لھاقدرو

بالطرد المركزي دقیقة وفصلت٣٠اشباع من كبریتات الامونیوم مع التحریك المستمر في حمام ثلجي ولمدة 
في الحمام % ٦٠الى لتصل نسبة الاشباعدقیقة واضیفت كبریتات الامونیوم ٢٥دورة بالدقیقة لمدة ١٢٠٠٠

اذیب الراسب  بكمیة .بالطرد المركزي ثم تبعھا فصل الراسب دقیقة٣٠الثلجي مع التحریك المستمر لمدة
سم بھلام ٢x٣٠الى عمود فصل ثم نقل )مولر٠.١(مل من المحلول المنظم سترات الصودیوم٢

بار وقدر تاخةكل انبوبمل في ٥بجمع وذلك ذاتھ باستخدام المحلول المنظم وتم الفصلG-100ادكس فالسی
Pyeمن نوعSpectrophotometerالامتصاص باستخدام جھاز Unicom ٢٨٠وبطول موجي

aureusوقدرت الفعالیة التثبیطیة على بكتیریا الاختبارةنانومیتر وجمعت الانابیب لكل قم
Staphylococcus وبطریقة الاقراص المغمورةDisk/assayستخدام الوسط وباMannitol salt agar

تم تنمیة البكتیریا . )١٩٨٨(واخرون Ryanو حسب طریقة نموتم قیاس المنطقة الخالیة من ال
Bifidobacterium في الوسط السائلMRS ساعة ٢٤و١٦و٨للمددومْ ٣٧وعلى درجة حرارة

ادر التاثیر التثبیطي لھ على البكتیریاخذ الراشح وقودورة بالدقیقة ٦٠٠٠على واجرى الطرد المركزي 
Proteus vulgaris وB. subtilis وBrevibacterium sp. وKlepsella aerogenes

Salmonellaو typhiوE. coli وStaph. aureusجنس او لكل ةخبوباستخدام الاوساط الغذائیة المنت
بكتیریا فياخذ الراشح وقدر التاثیر التثبیطي لھ "وایضا, نوع من البكتیریا بطریقة الاقراص المغمورة 

Staph. aureusوكذلك قدرت اعداد بكتیریاBifidobacterium bifidum بطریقة الاطباق المصبوبھ
تجاه الاس الھیدروجیني Bifidinولدراسة ثباتیة الراشح ."اساعة لاھوائی٤٨مْ لمدة ٣٧على درجة حرارة 

اذكذلك تم دراسة الثبات الحراري للبفدین ,٨و٧و ٦و٥و٤عند للبفدینیني الاس الھدروجتم ضبطفقد
وقدر التاثیر ، دقیقة٣٠و١٥وصفر دوللمدمْ ١٠٠و٨٠و٦٠عومل الراشح على درجة حرارة 

.Staphبكتیریا فيالتثبیطي لھ  aureus.

النتائج والمناقشة 
اة

Bergey's manual)ن صفات) ١(جدول ال.)١٩٨٦ لعزلبا للةةا
لصفات والكتالیزنینیوالنشا وسالبة لانتاج الامونیا من الارج ذكرها

Holtةمخمرة) ١٩٩٤(واخرون
وز والمالتوز للسالة

). ١٩٩٣(واخرون Moliوھذه تتفق مع یولیننوالسوربیتول والاوالمانوزوالمانیتول
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Bifidobacteriumیثبت) ٢(ل ال
.Staphالمرضیة  aureusنمو ةغلذلك بلمن بقیة الانواعاكثر حساسیة ملم ١٥من ال

Bacillusاع نوالافي حینملم ٩من النمو ةالخالیالمنطقة قطراذ انالاكثر مقاومة E.coliبكتیریا في حین
subtilisوvulgarisProteusوBrevibacterium sp.وKlepsella aerogenes و

Salmonella typhiنموتغاذ بل على ملم١٠و ١٠و١١و ١٢و ١٣من ال
ةمم) ١(شكل المن . التوالي 

نجد ) ٣(جدول المن .٢٦-٢٠ةیالثانةاما القم, ١٧-١٤الاولى في الانابیب رقم 
قمة عند جمع المحلول  كل  .Staphفيطي یثبالتالكان ل aureusقمملم١٣ ةلل

.ملم Staph. aureus٨بكتفي
" التثبیطي لمحلول القمة الاولى اكبر تاثیرا

.Staphلمحلول القمة الاولى والثانیة في التاثیر التثبیطي على بكتیریا  aureus.
ساعة ٢٤عندوصلت اذاناذیلاحظ)٤(جدول المن 

٧٨x٤٨١١/ م.ت . و٦١٠xم.ت . و٦١٠ /
١٢اذساعةStaph. aureus٢٤في

اعة الى ٤٨وازداد بعد  ) (و م١٥س
ةموجبمنتجات ثانویة تنتج في نھایة الطور اللوغاریتمي و طور الثبات 

B. bifidumوھذه تتفق مع ما ذكره, ساعة من التحضین ٢٤خلال ةوانتاج المواد المثبطYildrimو
Johnson)نمو خلال ازدادحیث ) ١٩٩٨ اعة ثم ٣٦ال اس

.الذائبة اتللبروتین
للمدد صفر ١٠٠و٨٠و٦٠) ٥(جدولالمن  ْ و ٣٠و١٥وم

ْ ولمدة ٦٠اذ Staph. aureus" ٣٠م
٣٠/ مْ ١٠٠ملم وعلى ١٣دقیقة فكان ٣٠/ مْ ٨٠ملم اما على ١٤المنطقة الخالیة من النمو 

١٢ .Saleh وEl-
Sayed)من قبل ةبان المواد المثبطھ المنتج) ٢٠٠٤Bifi. lactisللحرارة ةثباتیاكثر .

.Staphالبكتیریوسین لبكتیریا نوع ط تثبیفيتاثیر الاس الھیدوجیني ) ٦(جدول المن " ونلاحظ ایضا
aureusو٧١٢و٦و٥ھیدروجیني ساذ نجد اكبر تاثیر لھ على ا

قطرعن ,ملم على التوالي١٤و١٥ لغ  اذ ب
سالا. ملم  ٤Staph. aureus٦السلاا

.ملم ٩المنطقة الخالیة من النمو كان قطر ٨ھیدروجیني ال

Bifidobacteriumلبكتیریا ةوالكیمیاحیویالمظھریةالاختبارات ) : ١(جدول ال bifidum
لسكریاتتخمر االصفات الكیمیاحیویةدرجات الحرارةالمظھریةالصفات 

+اسكوالین +الكلوكوزغیر مسیلھ للجلاتینلاتنمو: مْ ٥لصبغة كرام:موجبة
-سالسین   +فركتوز غیر محللھ للكازینلاتنمو: مْ ١٥غیر متحركة:الحركة 

+مالتوز    ±كالاكتوزغیر محللھ للنشاءضعیفنمو: مْ ٢٥مكونھغیر:تكوین الابواغ  
او بشكل عصوي:الشكل
وقسم منھا متفرع الى منحني

.Yقسمین بشكل حرف 
نظام التجمع خلایا مفردة او 

ثنائیة

- ارابینوز  +سكروز ھ لفحص الكالتیزبسالنمو جید:مْ ٣٠
-سوربیتول +لاكتوز  الارجینلاتكون الامونیا مننمو جید جدا: مْ ٣٧

نغیر منتجھ للاندول منمو جید:مْ ٤٥
التریبتوفان

-زایلول    -مانوز   
-انیولین    +رافینوز 

.Bریا یلراشح البكتالتثبیطيتاثیرال) : ٢( جدول ال bifidum   )MRS
ةالمرضیاعلى بعض الانواع  البكتیری) ساعة ٤٨م ْ ولمدة ٣٧على 

)ملم( منطقة التثبیطقطر البكتیریا
Staph . aureus١٥
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B. subtilis١٣
Proteus vulgaris١٢

Brevibacterium sp.١١
Kelpsella aerogenes١٠

Salmenell typhi١٠
E. coli٩

Bifidobacteriumمن بكتیریا ةالمنتجالمادة المثبطةفصل ) : ١(شكل ال bifidumبالترشح الھلامي
)Gel filteration(سیفادكسG-100

.Staphیبكتنموفيلتاثیر المادة المثبطة ) : ٣(جدول ال
aureus

)ملم ( لتثبیطنطقة اقطر مالانابیب
٢٦٨–٢٠
١٧١٣-١٤
٣٤١٥-١

.Bریایبكتنمو على تاثیر مدة التحضین) : ٤(جدول ال bifidumفي منطقة التثبیط الناتج من راشحھا وقطر
Staph. aureusریا یبكتنمو

مدة التحضین
)ملم ( منطقة التثبیطقطر مل/م . ت . اعداد البكتیریا و )ساعة ( 

٥x٦١٠٥صفر
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٨١٦x٦١٠٧
١٦٦١x٦١٠٩
٢٤٧٨x٦١٠١٢
٤٨١١x٦١٠١٥

bifidumالمنتج من قبل بكتیریاالبكتیریوسینلحراریھ على فعالیة تاثیر المعاملھ ا) : ٥(جدول ال
B.نمو بكتیریا فيStaph. aureus

ISOLATING AND PURIFYING OF ANTIMICROBIAL SUBSTANCES
PRODUCED BY Bifidobacterium bifidum AND USING IT AS INHIBITOR

FOR SOME PATHOGENIC BACTERIA
Al- badrany H . S.                Kh. M. Hassen                Mawafak. M. Ali

Food Sci. and Biotechnology Dept., Collage of Agric. and Forestry, Univ. Mosul,
Iraq.

ABSTRACT
Bifidobacterium bifidum was isolated from the stool of newly born infant using

the morphological and biological tests of the Berge’s Manual,1986.The B. bifidum
antimicrobial substances were extracted and purified by Gel-filtration. Results
showed that two peptides were found for the bifidin . The inhibition zone of the first
peptide for Staphylococcus aureus was 13 mm , whereas the second peptide was 8
mm. The activity of the inhibited substances of the above local strain was increased
during the incubation period . The total numbers of B. bifidum were 78 x 106 c.f.u /
ml after incubation for 24 hr and decreased to 11 x 106 c.f.u / ml  for 48 hr . The
inhibition zone was 12 mm after incubation for 24 hr and increased to 15 mm after
incubation for 48 hr.Results also showed that heat treatment at 60 , 80 and 100 C° at

)ملم ( قطر منطقة التثبیط  المعاملھ الحراریھ )دقیقة( الوقت)مئوي( درجة الحرارة 

٦٠
١٥صفر
١٥١٥
٣٠١٤

٨٠
١٥صفر
١٥١٤
٣٠١٣

١٣صفر١٠٠
١٥١٢
٣٠١٢

)pH() : ٦(ال
bifidumB.نمو بكتیریا فيStaph. aureus

pH ملم ( قطر منطقة التثبیط(
٤٦
٥١٢
٦١٥
٧١٤
٨٩
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30 minutes were not affected and the inhibition zone had been stable. The inhibition
zones at these temperatures was 14, 13, 12 mm, respectively . The most effective
PH values was 6 PH and the inhibition zone was 15 mm. Staph. aureus was the
most sensitive species, whereas E. coli was the most resistant to bifidin and the
zone of inhibition, were 15 , 9 mm, respectively . The zones of inhibition for
B. subtilis , Proteus vulgaris , Brevibacterium sp. , Klepsella aerogenes , Salmonella
typhi were 13 , 12 , 11 , 10 and 10 mm, respectively .In conclusion, due to the
bacteriocin and in view of health benefits , the B. bifidum could be used for
elongating the shelf life of some fermanted dairy products .
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