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 انتاج وتنقية و توصيف حامض الكوجيك من الفطر

 Aspergillus parasiticus  المعزول محليا 
 عمي عبد الكاظم جاسم الغانمي

 جامعة كربلاء-كلية العلوـ -
omranaljelawi@gmail.com  

 ةـالخلاص
 Aspergillus parasiticusملليػػػة الفطريػػػة العزلػػػة لتنقيػػػة وتو ػػػض  لػػػامض الموجيػػػؾ  المنػػػت  مػػػف الالدراسػػػة  اجريػػػذ  ػػػ  

تػػـ انتػػام لػػامض الموجيػػؾ مػػف العزلػػة الفطريػػة سضػػد الدراسػػة باسػػتخداـ وسػػ    ػػضر التمػػر  بػػالطرا ا التقلضديػػة و الجزي يػػة . المشخ ػػة
أيػػاـ  مػػا أا ػػو الظػػروؼ  نتػػام  10% )سػػكرياذ مختزلػػةد بمػػد  ل ػػف 10المػػد ـ عػػبعض المتػػ ياذ و تعػػضف أف تركضػػز   ػػضر التمػػر 

رويػا و كرومػاتوارااا الترشػيم اليلامػا باسػتخداـ اللامض. كما تـ تنقيػة اللػامض مػف راشػم المزر ػة و سػد شػملذ خطػواذ التنقيػة: الت
و أخضرا علور  اللامض. تـ تو ض  اللامض المنقى اا     الدراسػة و ظيػر بشػكو علػوراذ طويلػة  ديمػة  Sephadex G-75اليلاـ 

ا و  ػػالا المفػػاء  السػ بكروماتواراايػػا ا ػػلق  نػد دسيقػػة 3.960 مقػػدار  التجػاز زمػػف لػػق و ـ̊ د153 – 151اللػوف و لػػق نقطػػة ان ػيار )
(HPLC). 

تفا و العلمر  المتسلسو, التنقيػة , كروموتواراايػا السػا و  ػالا  Aspergillus parasiticus  ,لامض الموجيؾ , الكممات المفتاحية : 
 المفاء  

Abstract 
This study was conducted to purify and characterize kojic acid (KA) produced from the local 

fungal isolate Aspergillus parasiticus which was identified by classical and molecular methods . 

Kojic acid was produced from the mentioned isolate using date juice supplemented with some 

nutrients as a production medium. Results showed that date juice (10% reducing sugars) with an 

incubation period of 10 days were the optimal conditions for KA production. The acid was purified 

from the fungal culture filtrate, the purification steps included clarification, gel filtration 

chromatography using sephadex G-75 and finally crystallization. 

The purified acid in this study was characterized. It seemed as colorless long needles crystals, its 

melting point was (151-153                                                                           

performance liquid chromatography. 

Key words: Kojic acid,  Aspergillus parasiticus, PCR, Purification, HPLC 

 ةـالمقدم
إسػػتقطح لػػامض الموجيػػؾ إ تمػػاـ البػػالقضف اػػا العقػػود اتخضػػر  بػػالنظر متسػػاع تطعيقاتػػق اػػا مجػػاتذ 

دور  اا لماية الجلد , وساعلضتػق  لػى منػ  ل و لؾمختلفة ولعو ا ميا إستعماؿ اللامض اا  نا ة مواد التجمضو 
سػتعمالق ميػد ال لملػـ و لاجػال  ػد اتلتيابػاذ ا ػلال اتشعة اوؽ العنفسجية وتقعيطق لفعالياذ أنزيـ التاضروسضنضز  وا 

  ػػػػػػػف أسػػػػػػػتعمالق اػػػػػػػا المجػػػػػػػاؿ التػػػػػػػ ا ا كعامػػػػػػػو مػػػػػػػان  لمسػػػػػػػوداد اضػػػػػػػر المراػػػػػػػوح اػػػػػػػا المنتجػػػػػػػاذ الزرا يػػػػػػػة
 (Kobayashi et al.,1996 ;Rodriues et al.,2011. )  ضنػػت  لػػامض الموجيػػؾ مػػف  ػػدد ملػػدود مػػف

والػ   Rhizopus sppوالػ .  .Aspergillus sppمجمو ة مف الفطرياذ مقو انواع شمو تاتلياء المجيرية التا 
Penicillium spp. وانػػػػػػػػػػػػػػواع معضنػػػػػػػػػػػػػػػة مػػػػػػػػػػػػػػف البكتريػػػػػػػػػػػػػػػا اػػػػػػػػػػػػػػا طػػػػػػػػػػػػػػور القبػػػػػػػػػػػػػػػاذ مػػػػػػػػػػػػػػف النمػػػػػػػػػػػػػػػو 

 (Bently,2006; Terabayshi et al.,2010) . 
  Polymerase Chain Reaction (PCR)اتجيذ الدراساذ اا الوسذ اللا ر الى استخداـ تقنية 

اا تشخيص اتلياء المجيرية نظرال لدسة وسر ة     التقنية مقارنة بػالطرا ا التقلضديػة المسػتخدمة اػا التشػخيص 
  . (Amghalia et al .,2009 ; Hogan et al., 1999 )والتا تت   بكونيا بطض ة 
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د اضر مناسبة للانتام ال نا ا نظرال تنخفاض  Wild Strainsو اد  ماتموف السلاتذ العرية )
د أو تلسضف اتنتام Genetic improvementل ضلة نواتجيا اتي ية ل ا ضلجأ  اد  الى التلسضف الوراقا )

ونظرال لما يمتلمق لامض  د .Bhalla et al .,2006و وتل الى اتنتام المفرط مف اللامض المطلوح )
الموجيؾ مف أ مية تطعيقية كعضر  ل ا اقد  داذ      الدراسة الى انتام اللامض بكفاء  مف  زلة اطرية مللية 

 ا لال  ف تنقية اللامض وتو يفق .
 المواد وطرق العمل 

 العزلة الفطرية المستخدمة في الدراسة :
تعود لجنس  /جامعة كربلاءسسـ  لوـ الليا  / كلية العلوـ تـ الل وؿ  لى  زلة اطرية مللية مف

Aspergillus spp.  . منتجة للامض الموجيؾ 
 تشخيص العزلة الفطرية عمى مستوى النوع :

 تشخيص العزلة الفطرية بالطرائق التقميدية : - أ
 28ول ػنيا عدرجػة لػرار    Potato dextrose agarتـ تنمية العزلة الفطرية سضد الدراسة  لػى وسػ  

 العزلػػػػػػػػػة الفطريػػػػػػػػػة بات تمػػػػػػػػػاد  لػػػػػػػػػى الخ ػػػػػػػػػا ص الشػػػػػػػػػكلية والمجيريػػػػػػػػػة شخ ػػػػػػػػػذْـ وبعػػػػػػػػػد ظيػػػػػػػػػور النمػػػػػػػػػو 
 (Morphological and Microscopic Characteristicد واػػػػػا المفػػػػػاتيم الت ػػػػػنيفية اتتيػػػػػة 
 (Emons,1976 ; Gantam and Bhadauria, 2012 ; Eillis et al., 2007 . د 
  Polymerase Chain Reaction (PCR)عزلة الفطرية باستخدام تقنية تشخيص ال - ب

 لتأمضد نتضجة التشخيص بالطرا ا التقلضدية . PCRالعزلة الفطرية باستخداـ تقنية  شخ ذ
  تنمية الفطر Aspergillus spp  واستخلاص الـDNA  : 

الساعرويد السا و مو مف وس   20سضد الدراسة اا   Aspergillus sppتـ تنمية الفطر 
(Sabouraud broth أياـ . رشم  3ْـ لمد   28دور  /دسيقة عدرجة لرار   120د اا لا نة  زاز  بسر ة رم

 . DNAد لترض استخداميا اا استخلاص الػ Myceliaبعد  لؾ الوس  للل وؿ  لى المايسضليا )
د المجيز  مف شركة Kitباستخداـ العد  ) Aspergillus sppمف الفطر  DNAتـ استخلاص الػ 

(Promega,USA د ولسح تعليماذ الشركة المجيز  . وأجريذ  ملية ترلضو كيربا ا للػDNA  المستخلص
 للتأمد مف نجاح  ملية اتستخلاص .

  بادئات الـPCR  (PCR Primers : ) 
 د واا ما و مو م اا الجدوؿ اتتا :Sardinas et al .,2010تـ اسخداـ الباد اذ اتتية )

 :  ITS region: اسم وتسمسل وناتج بادئات منطقة )1الجدول )         
 

Name of primer 
Sequence of primer 

Size of 

product 

PAR- F 
5'- GTCATGGCCGCCGGG 

GGCGTC- 3' 
 

500 bp 

 PAR- R  
5'- CCTGGAAAAAATGG 

TTGTTTTGCG- 3' 

 
  مزيجMaster mix: 

  والمو لة مكوناتق اا الجدوؿ اتتا : Master mixمزي   استخدـ
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 : ITS regionلممنطقة  PCRلتفاعل الـ  Master mix(: مكونات  2) الجدول

Component Conc. (μM) Amount (μl ) 

GoTaq Green Master Mix 2X 2X 
12.5 

PAR- F primer 4  μM 2.5 

PAR- R primer 4  μM 
2.5 

Nuclease free water - 2.5 

DNA sample - 5 

Total volume - 25 

 
  ظروف تشغيل جهازPCR : 

 واا اتتا :   PCRتـ عرمجة جياز 
No. Step  Temp.(

°
C) Time No. of Cycles 

1 Initial denaturation 95 10 min. 1 

2 Denaturation 94 30 sec.  

35 3 Annealing 63 90 sec. 

4 Extension 72 2 min. 

5 Final extension 72 10 min.  1 

6 Storage 4 ∞ - 

 
 : الكشـف عن نواتـج التضاعف

تـ  .%  1المل ر عتركضػػز  تـ  المُش   ف نوات  الت ا   عترلضو العضناذ  لى  لاـ امماروز
، واُلِص اليلاـ بعد اتنتياء مف  سا ةلمد   / سـ اولذ 7ترلضو النوات  والدلضو اللجما كيربا يا بفرؽ جيد 

تعري ق لم در لمشعة اوؽ العنفسجية وتـ تقدضر املجاـ الجزي ية للقط  المت ا فة ع و لؾ ملية الترلضو 
 بالمقارنة م  مواس  اللزـ للدلضو اللجما المستخدـ والمُرلو م  نوات  الت ا   .

 Aspergillus sppانتاج حامض الكوجيك من الفطر 
عػػػػبعض المتػػػػ ياذ اػػػػا انتػػػػام لػػػػامض الموجيػػػػؾ مػػػػف الفطػػػػر  وسػػػػ    ػػػػضر التمػػػػر المػػػػد ـ أسػػػػتخدـ

Aspergillus spp   ل ػػػر   ػػػضر التمػػػر الز ػػػدط  لػػػى واػػػا الطريقػػػة المو ػػػواة مػػػف سعػػػو. سضػػػد الدراسػػػة 
 Al-Obaidi et al.(1987)  اػـ مػف تمػر الز ػدط ) بعػد ازالػة  500و لؾ عإ ػااة لتػر مػف المػاء المتلػا الػى

النوى واتسماع د وتركق لمد  لضلػة كاملػة للل ػوؿ  لػى الع ػضر الػ ط اجريػذ لػق  مليػة ترشػيم باسػتخداـ سمػاش 
.  دسػػا ا للل ػػوؿ  ليػػق بشػػكو را ػػا 10دور  / دسيقػػة لمػػد   5000الملمػػو أ قعيػػا  مليػػة طػػرد مركػػزط بسػػر ة 

 .    Miller(1959)سدرذ السكرياذ المختزلة اا الع ضر واا الطريقة المو واة مف سعو 
 تأثير تركيز عصير التمر في انتاج الحامض 

 و 10و  7.5و 5و 2.5خف    ضر التمر بالماء المقطر ليعطا ترامضز مختلفة مف السكرياذ )
% اوسفاذ العوتاسضوـ قنا ية 0.1ر  و % مستخلص خمض0.5د % وتـ تد يمق عبعض المت ياذ شملذ 12.5

. نقو  5د عرسـ  ضدروجضنا  MgSo4.7H2O% كعريتاذ المتنيسضوـ الما ية ) 0.05د وKH2PO4اليضدروجضف )
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)لاوية   Potato dextrose agar  النامية  لى وس  Aspergillus sppسرص والد مف العزلة الفطرية 
عوغ / ملضلضترد الى الوس  اتنتاجا المو وؼ ا لا  وتـ الل ف اا اللا نة السامنة عدرجة  107×1 لى 
 10دور  / دسيقة لمد   5000بسر ة أياـ وبعد انتياء مد  الل ف تـ طرد النما م مركزيال  10ْـ لمد   30لرار  

 لامض الموجيؾ . دسا ا لف و المتلة اللضوية  ف راشم المزر ة الفطرية ال ط استخدـ اا تقدضر
  تأثير مدة الحضن في انتاج الحامض: 

ضوـ لتلدضد مد  الل ف  16تـ متابعة انتام لامض الموجيؾ مف العزلة الفطرية سضد الدراسة لمد  
 المقلى تنتام اللامض . 
 تقدير حامض الكوجيك :

اا تقدضر لامض الموجيؾ وا تمادال  لى    Bentley(1957)اتبعذ الطريقة المو واة مف سعو  
مو مللوؿ لامض  2.5مو مف راشم المزر ة الفطرية م   1للامض الموجيؾ و لؾ بمزم  المنلنا القياسا 
مولرد اا أناعضح إختبار وقـ رم المزي   0.2مو مف كلوريد اللدضديؾ ) 0.2مولر د و  0.1اليضدروكلوريؾ )

 نانومضتر باستخداـ جياز المطياؼ ال و ا .  500ى طوؿ موجا  لجضدال قـ تمذ سراء  اتمت اص 
 تنقية حامض الكوجيك :

 بلسح الخطواذ اتتية :  Aspergillus sppتـ تنقية لامض الموجيؾ المنت  مف الفطر 
 ( التروياClarification: باستعماؿ  ضدروكسضد  10 دؿ الرسـ اليضدروجضنا للراشم الفطرط الخاـ الى  د

 5000دسيقة أ قبق طرد مركزط بسر ة  15ْـ لمد   80عد قـ سخف المزي  الى درجة لرار   1المالسضوـ )
د 7.5-6.5دسا ا وبعد أف أ مو الراسح  دؿ الرسـ اليضدروجضنا للراشم الى ) 10دور  / دسيقة لمد  

المتل و  ليق للل وؿ  لى الراشم المروؽ ال ط تـ تقدضر كمية لامض الموجيؾ ايق . جف  الراشم 
 ْـ لتيض تق لخطو  التنقية اللالقة .45اا ارف عدرجة لرار  

 راايا الترشيم اليلاما باستخداـ اليلاـ ػكروموتواSephadex G-75   ل ر  لاـ :Sephadex G-
د سـ 64×1.4د وتـ تعع تق اا  مود بابعاد )PH 7.0مولر ,  Tris –HCL (0.02بمللوؿ منظـ   75

وؿ المنظـ نفسق . وبعد إ ااة نمو م لامض الموجيؾ الى سطم  لاـ السيفادكس وقـ موازنتق بالملل
مو / دسيقة .  0.5مو/جزء وبسر ة جرياف  3.5أجريذ  ملية الف و وجمعذ اتجزاء المف ولة عواس  

 وتمذ سراء  اتمت اص للاجزاء المف ولة ورسمذ العلاسة عضف تركضز لامض الموجيؾ و دد اتجزاء .
   ا تمدذ طريقة ) لامض الموجيؾ :علورSaleh et al.,(2011  للل وؿ  لى علوراذ لامض الموجيؾ

 النقية .
 : توصيف حامض الكوجيك 

  الو   المظيرط لللامض(Appearance د 
 تـ و   اللامض مظيريال مف نالية اللوف والقواـ .

  اللامض .:تـ تسجضو نقطة عداية ونياية ان يار تلدضد نقطة ان يار اللامض 
 (  ا و لامض الموجيؾ بكروماتواراايا السا و  الا المفاءHPLC:د 

لف و لامض الموجيؾ المنقى مف  Shimadzn LC-2010 Aمف نوع  HPLCتـ استعماؿ جياز 
 ط اتبعاد  C18سضد الدراسة وكاف العمود المستعمو مف نوع   Aspergillus sppالفطر 

% د 8-% 92د عنسبة )Acetonitrile –مستعمو ايو )ماء د ملـ أما الطور المتلرؾ ال250×2.4)
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نانومضتر ورسمذ العلاسة  269مو / دسيقة وتـ سياس اتمت اص  ند طوؿ موجا  1بمعدؿ جرياف 
 عضف سو  اتشار  وزمف اتلتجاز . 

 دراسة طيف الاشعة تحت الحمراء لمحامض :
بمدى  FT-IRتـ تلدضد طض  اتشعة تلذ اللمراء لللامض المنقى اا     الدراسة باستخداـ جياز 

 .  1-د سـ 3800 - 400مف ات داد الموجية)
 

 النتائج والمناقشة
 تشخيص العزلة الفطرية:

بات تماد  لى المفاتيم الت نيفية للفطرياذ و المشار الضيا سابقا اقد ات م أف التشخيص المقترح للعزلة 
 . Aspergillus parasiticusسضد الدراسة  و 

كونيا مف الطرا ا المفضد  و الناجلة اا  PCRو لترض تأمضد تشخيص     العزلة اقد استخدمذ تقنية 
 .(Al Shahni et al.,2009)لقو الفطرياذ سوآءا مف نالية ت نيفيا أو تشخيص ات اباذ الفطرية 

د ظيور 1المستخدمة اا     الدراسة كانذ ملا مة ا  يلالظ مف الشكو ) DNAاف طريقة استخلاص اؿ 
 ا.وا لة بعد سا ة مف الترلضو الميربا  DNAلزـ 

و التا ضتعضف مف خلاليا أف البادئ المستخدـ اا  PCRد الترلضو الميربا ا لنوات  2و ضو م الشكو )
ل ا اأف نتا    bp 500ضعلغ لجمق  PCR    الدراسة كاف ناجلا اا ت خيـ   ا الجضف مف خلاؿ ظيور نات  

 . Aspergillus parasiticusالتشخيص المستخدمة اا     الدراسة تشضر الى أف العزلة سضد الدراسة  ا 
مف الطرا ا السريعة و المتخ  ة  اذ اللساسية العالية اا تشخيص اتلياء المجيرية  PCRتعد تقنية 

(Sardinas et al.,2010)  . 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

الاكاروز  باستخدام هلام  A. parasiticusالوسحخلص هن الفطر  DNA(: الحرحيل الكهربائي لل 1الشكل )

 .فىلث / سن لودة ساعة واحدة   7% وفرق جهد 1بحركيس 

30 
الم

9

 
8

 
1

 
1

 
4
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1

 
2

 
3
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 باستخدام هلام  A. parasiticusلفطر ل ITSللونطقة  PCRلنىاجج جقنية (: الحرحيل الكهربائي 2الشكل )

 .فىلث / سن لودة ساعة واحدة    7% وفرق جهد 1الاكاروز بحركيس 

 

 
 تحديد التركيز الامثل من عصير التمر في انتاج حامض الكوجيك :

زياد  انتام لامض الموجيؾ عزياد  تركضز السكرياذ  د 3)أظيرذ النتا   المو لة اا الشكو  
% إ  علتذ كمية اللامض 10المختزلة اا   ضر التمر الى اف علغ اس ى انتام لللامض  ند التركضز 

 اـ/لتر قـ ضنخفض بعد  لؾ . 39.4المنتجة 
  A. parasiticusضت م مف النتا   أ لا  ملا مة   ضر التمر منتام لامض الموجيؾ مف الفطر 

ويمكف اف يعزى  لؾ الى إلتوا ق  لى مكوناذ تد ـ نمو الفطر وانتام اللامض إ  أشارذ الدى الدراساذ الى 
% منيا 73.4% وسكرياذ مختزلة عنسبة 86.8اف   ضر التمر الز دط يلتوط  لى سكرياذ كلية عنسبة 

ة مف اتملاح المعدنية % سكر اركتوز ا لال  ف ألتوا ق  لى نسح سلضل 39.15% سكر كلوكوز و 32.77
د . كما اف نسبة الملوكوز المشار الضيا اا تركضح   ضر التمر Yousif et al.,1982وبعض الفضتامضناذ )

يعد أا و م در كربونا للانتام مف خلاؿ  ملق كمولد تعد مناسبة تنتام اللامض نظرال تف الملوكوز 
(Precursorضف الملوكوز ولامض الموجيؾ مف خلاؿ التوا يما  لى د لللامض إ  اف التشابق التركضعا كعضر ع

 ند استعماؿ تركضز  A. parasiticusأما انخفاض تزكضز لامض الموجيؾ المنت  مف الفطر . للقة سداسية 
د ال ط تلدقق Osmotic effect% ايمكف اف يعزى الى التأقضر اتزموزط ))12.5مف السكرياذ المختزلة )  اؿ

 د .El-Aasar, 2006السكرياذ لخلايا الفطرياذ ) الترامضز العالية مف
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 A. parasiticus في انتاج حامض الكوجيك من العزلة عصير التمر(: تأثير تركيز 3 الشكل)

 
 

 تأثير مدة الحضن في انتاج حامض الكوجيك:
لمد  ستة  شر ضومال وسد عضنذ  A. parasiticusتمذ متابعة إنتام لامض الموجيؾ مف الفطر 

د أف أس ى انتام لللامض مف العزلة الفطرية سضد الدراسة سد تلقا بعد  شر  أياـ 4النتا   المو لة بالشكو )
 اـ / لتر . 29.9مف الل ف إ  علتذ كمية اللامض المنتجة 

ضومال  ا المقلى  11اقد كانذ مد    Lin (2011)تتفا نتا       الدراسة م  ما تو و اليق 
 A. oryzae CCRCو  CCRC 30010    A. flavus    للو وؿ الى أس ى إنتام مف الفطريف

30102   . 
تباضنذ مد  الل ف اللازمة للل وؿ  لى أس ى انتام مف لامض الموجيؾ اقد تموف أليانال طويلة 

اا لضف   A. candidusاللامض مف الفطر  ضومال  ا المقلى تنتام )24 -18إ  كانذ مد  الل ف )
  A. flavusأياـ للل وؿ  لى أ لى انتام لللامض مف الفطر  4إست رذ مد  الل ف  لى 

(Kamaroddin ,2007 .د 
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 A. parasiticus في انتاج حامض الكوجيك من العزلة مدة الحضن(: تأثير  4الشكل)        

 
 تنقية حامض الكوجيك :

 إف تعدضو الرسـ اليضدروجضنا للراشم اللاوط  لى لامض الموجيؾ عيضدروكسضد المالسضوـ  خطوة الترويـق :
د ومعاملتق لراريال وطرد  مركزيال سا د اا ترسضح خلايا الفطر والمواد اضر ال ا بة اتخرى , PH 10الى )

د .  Clarified extractوسد أطلا  لى المستخلص المتل و  ليق اا     الخطو  بالمستخلص المروؽ ) 
لقد وردذ خطو  الترويا كخطو  اولى اا تنقية ألماض   وية أخرى مقو لامض اللامتيؾ المنت  مف 
البكتريا إ  تسا د     الخطو  اا تلويو لامض اللامتيؾ الى تمتاذ المالسضوـ ا لال  ف ستو البكتريا 

وتمسضر السكرياذ المتبقية اا الوس   الزا د  .وتخقضر عروتضناذ الوس  والتخلص مف كربوناذ المالسضوـ 
(Vijayakumar et al.,2008  د ا لال  ف اف تجفض    ا المستخلص يعد خطو   رورية لتيض تق لخطو

  التنقية اللالقة .
  كروموتوغرافيا الترشيح الهلامي باستخدام الهلامSephadex G-75    : 

أجريذ  ملية الترشيم اليلاما للمستخلص المجف  الخارم مف خطو  الترويا باستعماؿ اليلاـ 
Sephadex G-75     عوجود مللوؿ منظـTris –HCl   (0.02  , مولرPH 7.0  د . وبعد اف تـ جم

)  ظيور اللامض اا اتجزاء المل ور  عضف د 5)اتجزاء وتقدضر كمية لامض الموجيؾ يلالظ مف الشكو  
 اـ/ لتر . 3.8إ  علغ  24اـ / لتر وبلغ أ لى تركضز لللامض اا الجزء    )35 -15

  Saleh et al .(2011)نت  مف الفطرياذ اقد تمكف مالاستخدـ الترشيم اليلاما اا تنقية لامض الموجيؾ 
باستعماؿ  مود مف اليلاـ   T .reeseiو    T. virideمف تنقية لامض الموجيؾ المنت  مف الفطريف 

Sephacryl  S-200    (1.6 ×90 د سـ إ  انل رذ كمية اللامض المنقا  مف الفطرT. viride   اا
  ).  66-57اء )اا اتجز   T.reeseiد عضنما انل رذ كمية اللامض المنقا  مف الفطر 64-56اتجزاء )

 اتوساط التخمرية ا  تمكفاستعملذ طرا ا مختلفة لف و وتنقية لامض الموجيؾ مف 
 Rodrigues et al.(2011)  . مف ا و اللامض مف الفطرAspergillus spp  عتجفضد الراشم الفطرط

لنمو م ومف قـ علورتق وأخضرال عتعخضر ا  20:80أ قبق استخلاص متعاسح باستعماؿ اتضقانوؿ :الماء عنسبة 
 النات  النيا ا . للل وؿ  لى 
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 :بمورة حامض الكوجيك 
طويلة  ديمة اللوف مف أسفرذ  ملية علور  لامض الموجيؾ سضد الدراسة  ف الل وؿ  لى علوراذ 

 Lin et al .,(1976). ومما تجدر اتشار  اليق أف  ناؾ طرا ا مختلفة لعلور  اللامض اقد أشار اللامض 
تمذ بلفظ الراشم الفطرط تلذ ظروؼ معرد   A.  parasiticusالى اف علورية اللامض المنت  مف الفطر 

ْـ مما أدى الى ظيور علوراذ علوف أ فر عنا تبعيا أ اد  علور  باستعماؿ مزي  الماء واتسضتوف التا  8 -5) د 
 امكف مف خلاليا الل وؿ  لى علوراذ اعرية طويلة مف اللامض . 

 
 الكوجيك :توصيف حامض 

 ( Appearanceالمظهر )
. أشارذ العدضد مف  علوراذ طويلة  ديمة اللوف ظير اللامض المنقى اا     الدراسة بشكو 

 الدراساذ الى ظيور لامض الموجيؾ بمظا ر مختلفة اقد كاف مظير اللامض المنقى مف الفطر
 A . oryzae var  effuses NRC14   ( بشكو اعر طويلة  ديمة اللوفHazzaa et al., 2013  د , اا

 بشكو علوراذ م فر  الى عنية A. flavusلضف كاف مظير اللامض المنقى مف العزلة الطاار  للفطر  
(Abd E1-Aziz , 2013 . د 
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 Sephadexبالترشيح الهلامي باستعمال الهلام   A. parasiticus(: تنقية حامض الكوجيك من الفطر  5 الشكل)

G-75   ] ( 46أبعاد العمود x 1.6)  ، مل/دقيقة 0.5مل ، سرعة الجريان  6 حجم الجزءسم[ . 
 

 فصل حامض الكوجيك بكروماتوغرافيا السائل عالي الكفاءة :
أستعمو   ا النوع مف المروموتواراايا لمعراة نقاو  لامض الموجيؾ ا لال  ف لساح زمف اتلتجاز 

الموجيؾ القياسا ولامض الموجيؾ ظيور سمتا إمت اص لمو مف لامض د 6)لللامض إ  ضت م مف الشكو 
وب لؾ تموف     النتضجة دليلال  دسيقة ,  لى التوالا   )3.960و  3.977سضد الدراسة عزمف التجاز مقدار  )

  لى نقاو  اللامض .
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إ   Huany et al., (2004)يعد زمف اتلتجاز المستل و اا     الدراسة أسو بكقضر مما وجد  
باستعماؿ طور متلرؾ مكوف مف اوسفاذ العوتاسضوـ قنا ية اليضدروجضف  13.937علغ زمف التجاز اللامض 

  1:19والمضقانوؿ عنسبة 
ضتأقر زمف اتلتجاز بعاملضف :اتوؿ  و المسااة التا يقطعيا النمو م خلاؿ ماد  العمود والقانا  و 

 د . Rossomando ,1987السر ة التا ضتمكف عيا النمو م مف سط  المسااة )
مو   ا النوع مف المروماتواراايا اا تلدضد نقاو  لامض الموجيؾ المنقى مف الفطر استع

.Aspergillus spp  95إ  علتذ نسبة النقاو  لللامض الم كور ( %Rodrigues et al.,2011 د وأشارذ
 اا ا و لامض الموجيؾ مف م ادر مختلفة اقد تمكف HPLCالى دور المقضر مف الدراساذ 

 (2003Zhao et al.,(   مف ا و اللامض مف الفطرA. oryzae    باستعماؿ تقنيةHPLC  باستعماؿ
و    Tetrabutyl ammoniumطور متلرؾ مكوف مف مضقانوؿ اوسفاذ اليضدروجضف قنا ية ال ودضوـ 

bromide      96:4عنسبة   . 
 

 للحاهض القياسيفصل حاهض الكىجيك بكروهىجىغرافيا السائل عالي الكفاءة  -A( : 6الشكل )            
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 الونقى فصل حاهض الكىجيك بكروهىجىغرافيا السائل عالي الكفاءة للحاهض  - B ( :6الشكل )            

   A. parasiticusالفطر                                                     

 

 تحديد نقطة الانصهار
إف تلدضد نقطة اتن يار تعد خطو  ميمة اا تلدضد نقاو  المركح . تـ سياس نقطة اتن يار 

و    القيمة تق   مف مدى نقاط ان يار  )153 – 151لللامض سضد الدراسة وتعضف انيا مل ور  عضف )
 د . Ohyama and Mishima,1990)ْـ  )154 – 151لامض الموجيؾ التا تتراوح ماعضف )

جاءذ     النتضجة مطابقة لما تـ التو و اليق اا المقضر مف الدراساذ السابقة اقد تراولذ نقطة 
ْـ  )153- 152عضف ) A. oryzae var effuses NRC 14ان يار لامض الموجيؾ المنقى مف الفطر 

(Hazzaa et al.,2013  د وأشارLide and Milne (1996)   الى أف نقطة ان يار   ا اللامض
 . ْـ  153.5

 طيف الاشعة تحت الحمراء 
ة والداخلة اا تركضح اء اا تشخيص بعض المجامي  الر يسأستعمو مطياؼ اتشعة تلذ اللمر 

 .  1-سـ )4000-400لامض الموجيؾ المنقى لضث تـ تسجضو اتطياؼ اا مدى مف ات داد الموجية )
 ظيور لزـ امت اص  ند التردداذ اتتية :  د7) يلالظ مف الشكو

و      1226و     1467و   1612و     1658و    2850و    2920و    3173و   3265
 :  1-سـد  636و     767و      862و      939و      1070و    1141

يشضر الى وجود مجمو تا   1-د سـ 3173و   3265اف ظيور لزمتا امت اص  ند الترددضف )
د وامضنولية ,  لى التوالا . أما ظيور لزمتا  CH2د اتليفاتية )المرتبطة بمجمو ة  OHاليضدروكسضو )

. عضنما يعزى اتليفاتية  CHايعود ت تزاز م  اوا ر    1-د سـ  2850و    2920امت اص  ند الترددضف )
المضتونية د اا لضف اف  C=Oالى ا تزاز م  مجمو ة المربونضو )  1-سـ 1658ظيور اللزمة  ند التردد 

المسؤولة  ف  C=Cيعزى ت تزاز م  ات ر  المزدوجة    1-سـ 1612ظيور لزمة اتمت اص  ند التردد 
ايعزى تنلناء مجمو ة   1-سـ 1467الييكو الباضرونا للامض الموجيؾ  . أما ظيور اللزمة  ند التردد 

CH2 وجود التركضح الللقا مف  , ا لا  فC-O-C   بسعح ظيور لزمتا امت اص   ند الترددضف
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   862و      939. عضنما يلالظ ظيور لزـ امت اص  ند ات داد الموجية )  1-د سـ  1141و      1226)
 α disubtituted of-1,41,4والتا تعود الى التعويض القنا ا لللقة العنزيف اا الموس   1-د سـ  767و   

ring      (Saleh et al.,2011. د 

 
 

 A. parasiticusالفطر (: طيف الاشعة جحث الحوراء لحاهض الكىجيك الونقى هن 7الشكل )
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