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 Bacillus subtilisالظروف المثمى لمفعالية البيولوجية لبكتريا  بعض دراسة 
 ل السميموزمفي تح

      حسنة وضاح معيبد    مايد سناء خواش    لبيب احمد كاظم    سعاد عبدعمي عطية
 كاظم فرطوس شهلاء

 دائرة البيئة والمياه / وزارة العموم والتكنولوجيا
 العراق -بغداد

 الخلاصة
مقن  خدام عزلقة بكتيريقة محميقةتباسق، حيويقةبطرائقق  المموثة لمبيئة السميموزيةلمخمفات االى معالجة  الدراسة يدفت    
المتمثمقة  و البكتريقا عزلة يةلوتحديد الظروف المثمى لفعا ،السميموز تفكيك في ذات كفاية Bacillus subtilis بكتريا

ة ريقيالبكتالعزلقة اختبقرت فعاليقة . كفايقة التحمقلومعرفة تأثيرىقا عمقى  ودرجة الحرارة وتركيز السميموزبالدالة الحامضية 
 7.5 ،7.0 ،6.5 ، 6.0الدالققة الحامضققية  مققن مختمققف العزلققة البكتيريققة فققي مققد   بانمققا وذلققك  فققي تحمققل السققميموز

 ،  37،45  عديدة يةحرار  اتدرج تحت تأثيرو  (%2.0و1.5  ،1.0 ، 0.3،0.6 مسميموز ل مختمفة كيزاتر بو  (8.0و
 600عمقققى الطقققول المقققوجي  (الامتصاصقققية  الكثافقققة الضقققوئية بقيقققاسوذلقققك الظقققروف المثمقققى  حققددت .(°م 65و55 

وقدر تركيز سقكر الكموكقوز وحسقبت نسقبة اسقتيسك السقميموز فقي جميقج النمقاذج  الذي يمثل النمو البكتيري، نانوميتر
 .°م37 وعند درجة حرارة  %1.5ميموز وتركيز لمس 7.0 الدالة الحامضيةفوجد ان امثل الظروف ىي عند 

 .تحلل السليلوز و الفعالية البايولوجية : الظروف المثلى، الكلمات المفتاحية
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Abstract 

    This study aimed to use biological treatment of cellulosic wastes, that cause 

environmental pollution, by using local bacterial isolate of Bacillus subtilis which is 

efficient for cellulolytic activity. Optimum conditions for detection of bacterial isolate 

activity, which represented by pH, cellulose concentration and temperature to show the 

effect of condtions on cellulolytic efficiency. The cellulolytic activity of bacterial isolate 

was tested by growing the bacterial isolate in a range of pH values 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 and 

8.0, a range of cellulose concentrations 0.3,0.6,1.0,1.5 and 2.0% and under effect of 

different temperatures 37, 45, 55 and 65 C°. The optimum conditions were determined 

by measuring the bacterial growth by using optical density (absorbance) at wave length 

600 nm, to know the bacterial growth, glucose concentration was estimated and the ratio 

of cellulose consumption in all samples was calcutaed. The optimum conditions were 

founded at pH 7.0, cellulose concentration 1.5 %, and at 37 C°. 
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 المقـــدمـــــة
وفرة في يعد السميموز المعقد الحيوي الاكثر     

الطبيعة والمنتج من عمميات البنا  الضوئي في 
، يوجد عادة في جدار الخمية النباتية ويمثل النبات

% من الوزن الجاف لمكتمة الحيوية 50
 كما ويعتبر . (Saini, et al., 2017)لمنبات

السميموز من المصادر الميمة في انتاج الوقود 
والاغذية الحيوانية اضافة الى تصنيج العديد من 

مميار طن  10الميمة والمنتج بكمية  ةالمواد الكيمياوي
يتألف  (.Hamelinck, et al., 2005)سنويا 

السميموز من وحدات سكر الكموكوز مرتبطة مج 
 β-1-4-glucosidal اصرةبعضيا بواسطة 

linkage (Sari, et al., 2017). 
التي  مخمفات الماشيةو  المخمفات الزراعيةتعد     

في الدول المتطورة  تركيبيا الاساسي ىو السميموز
اذ مصادر حيوية جيدة جدا لمحصول عمى الطاقة 

بواسطة الفعالية البايولوجية  الوقود الحيوي ينتج
تفكك الكتل  كناتج لفعاليتيا فيلسحيا  المجيرية 

صمبة الحيوية والمخمفات الزراعية والفضست ال
(Elmenofy, et al., 2012). 

 الفعاليةليا  الاحيا  المجيريةانواع من  توجد    
وانتاجيا لسنزيمات  يةالسميموز  تفكيك الموادعمى 
وىذه الاحيا  تتغذ  عمى المواد  ،لمسميموز المفككة

الاولية التي تعاني عدد من العمميات المختمفة 
لتحويميا الى جزيئات وسطية تتضمن سكر 
وىيدروجين وحامض الخميك قبل الناتج النيائي الذي 

 ,.Victor, et al)يتحول الى الايثانول الحيوي

2003) 
 وحداتان تحويل كتمة السميموز الحيوية الى     

 التفكك انزيمات بمساعدةق التخمير ائتم بطر تبسيطة 
التي ليا السميموزي المنتجة من الاحيا  المجيرية 

 وتخمير نواتج التحملالسميموز  تحميلالقابمية عمى 
اضافة الى التخمص من التموث البيئي السميموزي 

Lin, et al., 2012).)  يعتبر انزيم ال cellulase 
معقد انزيمي متكامل يعمل عمى تحميل السميموز الى 
وحدات ابسط من سكريات مختزلة. فسرت العديد من 

 انزيم الية عمل ىذه الانزيمات أذ يقومالنظريات 
(Endoglucanase)   بتبسيط السكر السميموزي من

 لممعقد منتجا سسسل ةك الاواصر الداخميكيفت خسل
ذات نيايات جديدة بينما تقوم انزيمات 

exoglucanase  بالعمل عمى نيايات السمسمة
 (Dabkowska, et محررة سكريات بسيطة

(.al.,2017 
 cellulaseالسميموزي  التفككيعد انتاج انزيم     

باستخدام المصادر الكربونية السميموزية  المخمفات 
الزراعية والصناعية( من اىم الحمول لمتخمص من 
التموث السميموزي والذي تتزايد كميتو سنويا نتيجة 
لتراكم تمك المخمفات حيث يمكن انتاج الانزيم من 
مخمفات الورق ومخمفات الصناعات النسيجية 

انتاجو من  مكنم وكذلكوالقطنية وبفعالية عالية 
، ان (Victor, et al., 2003) المخمفات الزراعية

التحمل المائي لمسميموز ينتج سكريات احادية بفعل 
انزيمي والتي تتحول بعد ذلك الى مواد ميمة اخر  
 بواسطة عممية التخمر لبعض الاحيا  المجيرية

(Saria, et al., 2017). 
 انتاج تمك  ةريينواع البكتالايمكن لمعديد من     

                    B. subtilis منيا بكتريا الانزيمات

B.licheniformis  , B.pumilus,B. circulan 

     , B.amyloliquefaciens,Geobacillus 

sp.   و  Cellulolyticum .(Abdullah, et 

al.,2016)  المنتجة  لمسميموز المفككةالانزيمات ان
من الاحيا  المجيرية افضل من الانزيمات المنتجة 
من الحيوانات بسبب تكاليف الانتاج الواطئة وسيولة 
التعديست الوراثية وعدم التأثر بالتغيرات المناخية 

(Behera, et al., 2014)  يعد تحديد الظروف .
الاحيا  المجيرية ضرورية لزيادة انتاج لانما  المثمى 

 ,.Irfan, et al)نزيمات في نظام التخمر وفعالية الا

الى المعالجة الحالي لذا ىدف البحث . (2017
وتحديد الظروف المثمى السميموزية الحيوية لممخمفات 

 .السميموز  تفكيكفي ة المحمية رييالبكتالعزلة ية للفعا
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 طرائق العملو المواد 
 العزلة البكتيرية المستخدمة

 Bacillusاستخدمت العزلة البكتيرية المحمية    

subtilis  المعزولة والمشخصة في دراسة سابقة في
فعالية والتي ليا مختبرات دائرة البيئة والمياه 

في وسط  العزلة السميموز. نميت تفكيكبايولوجية في 
  عطيةني المصدر الكربو  الامسح المحتوي عمى

  .(1)( كما مبين في جدول 2018واخرون،
 مكونات وسط الاملاح  (1)جدول 
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4.2 

0.5 

0.5 

0.09 

0.03 

0.5 

2 

10 

Na2HPO4 

NH4Cl 

(NH4)2SO4 

MgCl2.6H2O 

CaCl2 

NaHCO3 

yeast extract 

CMC 

 
 قياس النمو البكتيري

قيس النمو البكتيري لمعزلة البكتيرية بعد تمقيح     
الوسط الزرعي بالعزلة البكتيرية والحضن بدرجة 

 ، بقياسساعة 2 ± 24مدة حضن  ºم 37حرارة 
الامتصاصية عمى طول  (ODالكثافة الضوئية 

، لجميج لمعرفة النمو البكتيري نانوميتر 600موجي 
 الظروف قيد الدراسة .
 المستهمكتقدير نسبة السميموز 

راسب المزرعة البكتيرية والوسط الزرعي جمج     
دورة/ دقيقة  4000بسرعة  بعد عممية الطرد المركزي

بحامض الفورميك الراسب عومل  دقيقة. 20مدة 
Formic acid   الخسيا  لتفكيك%  6.6بتركيز

غسل السميموز بالما  تم دقائق و 10    البكتيرية مدة 
  Miliporefilter ترشيح ةالمقطر وجمج عمى ورق

مايكروميتر باستخدام طريقة الترشيح تحت  0.45
مدة  °م 85الضغط المخمخل وجفف بدرجة حرارة 

 ,Freier)نسبة السميموز المستيمك توحسب ساعة 48

et al.,1988) 
 
 

 قياس تركيز الكموكوز
الزرع البكتيري راشح  تركيز الكموكوز في قيس    

الناتج بعد عممية الطرد المركزي باتباع طريقة 
(Irfan, et al., 2017)  المستخدمة في دراسة

سابقة. أظيرت المتغيرات من خسل قياس النمو 
البكتيري ونسبة استيسك السميموز وتركيز الكموكوز 
الناتج لجميج نماذج دراسة الظروف المثمى قيد 

 الدراسة. 
  البكتيرية دراسة الظروف المثمى لمفعالية

ي المستخدم لتنمية العزلة زرعالوسط الاستخدم     
 ، ومدة حضنلدراسة الظروف المثمىالبكتيرية 

قرا ة ب الظروف المثمى دتدحساعة و  2 ± 24 
نانوميتر  600الكثافة الضوئية عمى طول موجي 

ة بالمقارنة مج وسط السيطر  لقياس النمو البكتيري
قدر تركيز ، كما و بكتيري( الوسط الزرعي بدون زرع 

نسبة السميموز المستيمك  بتالكموكوز الناتج وحس
 ,.Goyal, et al) لجميج الظروف قيد الدراسة

2014). 
 الدالة الحامضية دراسة تأثير

 الرقم الييدروجيني(  الدالة الحامضيةدرس تأثير     
 في تحميل السميموز عمى فعالية العزلة البكتيرية

 وتحت قيم مختمفة منفي الوسط الزرعي  بانمائيا
 (8.0 و 7.5 ،7.0،  6.5,(6.0 الدالة الحامضية

 2±24لمدة  ºم 37وحضنت الاوساط بدرجة حرارة 

، ثم  قيس النمو البكتيري، وقدرت نسبة ساعة
لتحديد السميموز المستيمك وقيس تركيز الكموكوز 

  . (Goyal, et al., 2014)المثمى الدالة الحامضية
 السميموز دراسة تأثير تركيز

درس تأثير تركيز السميموز المستخدم عمى     
من خسل عمل تراكيز مختمفة الفعالية البكتيرية 
 (%2.0و1.5  , 0.6،1.0 ,(0.3 لمسميموز وكانت

، وذلك البكتريا لأنما في الوسط الزرعي المستخدم 
العزلة البكتيرية في الوسط الزرعي  أنما  من خسل

وحضنت الاوساط بدرجة  لجميج التراكيز قيد الدراسة
ة، ثم  قيس النمو ساع 2 ± 24لمدة  ºم 37حرارة 
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البكتيري، وقدرت نسبة السميموز المستيمك وقيس 
  .لمسميموز الافضل التركيزلتحديد تركيز الكموكوز 

 دراسة تأثير درجة الحرارة
الفعالية في  درجة حرارة الحضندرس تأثير     

البكتيرية وذلك بحضن الوسط الزرعي المستخدم بعد 
  ية مختمفة حرار  اتتمقيحو بالعزلة البكتيرية بدرج

 . ساعة 2 ± 24مدة ل ) °م 65و 55 ،45 ،(37
 النتائج والمناقشة

 تفكيك الظروف المثمى في فعاليةر دراسة تأثي
  معزلة البكتيريةالسميموز ل

  الدالة الحامضيةتأثير 
ليا  B.subtilisالنتائج ان العزلة البكتيرية بينت     
السميموز وانتاج سكر  لتحم حيوية في فعالية

واعطت قيم  الدالة الحامضيةجميج قيم الكموكوز في 
 الدالة امتصاصية متفاوتة وكانت اعمى قيمة عند

ظيور النمو البكتيري في جميج  يدل .7.0 الحامضية
فعالية العزلة البكتيرية في تحميل السميموز  القيم عمى

وذلك بتحميمو الى   بأستخدامو كمصدر غذائي
وحدات ابسط لمقيام بنشاطاتيا الحيوية من النمو 

وكذلك بقياس تركيز الكموكوز الناتج في  والتكاثر. 
وسط النمو وحساب نسبة استيسك السميموز وجد 

الدالة يم تفاوت في فعالية العزلة البكتيرية عند ق
. وافضل فعالية لمعزلة 6-8قيد الدراسة  الحامضية

اذ اعطت  7.0 الدالة الحامضيةالبكتيرية كانت عند 
أعمى تركيز لسكر الكموكوز ونسبة استيسك لمسميموز 

 الدالة الحامضية عند(، اذ 1كما مبين في شكل  
فعالية فسمجية  ذاتتكون الاحيا  المجيرية  7.0

افضل فضسً عن كفا ة عالية لفعالية الانزيمات 
 . يعمل انزيمCellulases) المحممة لمسميموز 

(Cellulose)   عمى تحميل السميموز الى وحدات
 ,Hyung and lynd)ابسط من السكريات المختزلة 

الفعالية  عنيعبر ز الناتج الكموكو  وجود ان .(1996
في تحميل  B.subtilis  البايولوجية لمعزلة البكترية

الدالة  بتباينوذلك السميموز بكميات متباينة 
لموسط الزرعي. اتفقت الدراسة مج نتائج  الحامضية
الدالة بأن  (Deka, et al., 2013)الباحثين 

 B.subtilisلفعالية بكتريا  المثمى الحامضية
السميموز  تفكيك الزراعية فيمعزولة من المخمفات ال
 ((Ray, et al., 2007في حين اوضح  7.0  ىي

لعزلتين ا الدالة الحامضية المثمى لفعاليةان 
B.subtilis, B.circulans السميموز تفكيك في 

 (Ky and Ks, 1987) ، بينما  7.5 الى 7.0 هي
لفعالية البكتريا  المثمى الحامضية الدالة أناشارة الى 

B.subtilis وفي دراسة اخر  اوضح .6.0ىي 
(Goyal, et al,. 2014)  ان الدالة الحامضية

 .8.0 المثمى ىي
 

 
 ( تأثير الدالة الحامضية في فعالية ونمو البكتريا.1) شكل

 تأثير تركيز السميموز 
     
ساعة ظيور  24±2 مدة حضانة لوحظ بعد    

الوسط  النمو البكتيري في جميج تراكيز السميموز في
وعند قياس تركيز الكموكوز لوحظ وجود  الزرعي

السكر بتراكيز متفاوتة وكذلك عند حساب نسبة 
وجود نسب متفاوتة من لوحظ استيسك السميموز 

افضل ان  لوحظ( 2الاستيسك وبمسحظة شكل  
اذ اعطى اعمى  %1.5تركيز لمسميموز المستخدم ىو 

واعمى  التي تمثل النمو البكتيري قيم لسمتصاصية
السميموز  تفككالناتج عن  كوزو تركيز لسكر الكم

ىذه  عكست كذلك اعمى نسبة استيسك لمسميموزو 
النتائج المستحصمة فعالية العزلة البكتيرية المحمية 

B.subtilis جميج قيم تراكيز  عند السميموز تفكك في
الباحثون  وجد%. 0.3-2 السميموز قيد الدراسة

(Goyal, et al., 2014)  الى ان تركيز السميموز
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نتاج في ا .Bacillus spالامثل لفعالية البكتريا 
 %. 0.75% و1ىو لمسميموز المفككةالانزيمات 

 لمسميموزان فعالية الانزيمات المحممة بينت النتائج 
في مد  التراكيز قيد الدراسة لم تثبط وذلك لعدم 

فعالية الانزيمات ف تشبعيا بتراكيز مادة السميموز.
عمى تركيز المادة السميموزية وظروف النمو عتمد 
  (Lee and Blackburn, 1975) الخاصة

تأثير تركيز السميموز المستخدم في فعالية ونمو  (2)شكل 
  تأثير درجة الحرارة البكتريا
 B.subtilisظيرت النتائج أن العزلة البكتيرية أ    
الكموكوز السميموز وانتاج سكر  القدرة عمى تفكيك ليا

واعطت قيم حرارة الحضن  درجاتفي جميج 
 37درجة امتصاصية متفاوتة وكانت اعمى قيمة عند

وكذلك عند تقدير تركيز الكموكوز وعند حساب  ،°م
نسبة السميموز المستيمك. لوحظ من النتائج أن لمعزلة 

ضمن مد   فعالية B.subtilisالبكتيرية المحمية 
 37  درجات الحرارة قيد الدراسة  وعدت درجة حرارة 

اذ اعطت اعمى  المثمى لمفعالية الانزيمية ىي °م
وكذلك اعمى تركيز لسكر  قرا ة لسمتصاصية

 موضحواعمى نسبة استيسك لمسميموز كما  الكموكوز
السميموز  في تفكيكتوافقت النتائج  (.3في شكل  

الباحثون  وجدهمج ما بواسطة النوع البكتيري المتقدم 
Deka, et al., (2013)   حرارةالاذ وجدوا ان درجة 

المثمى لمفعالية الانزيمية لتحميل السميموز لمبكتريا 
B.subtilis  37 مº بينما توصل الباحثون 

., 2007) (Ray, et al  الى ان درجة الحرارة المثمى
 B.circulans, B.subtilisلفعالية العزلتين 

 ((Goyal, et al., 2014، اما الباحثون ºم 40ىي 

بينوا ان درجة الحرارة المثمى لفعالية البكتريا 
Bacillus sp. م35  ىيº . لوحظ من النتائج ان 

السميموز لمعزلة البكتيرية  تفكيكالفعالية الحيوية في 
أزدادت عند ىذه الظروف وذلك من خسل زيادة 
    النمو الذي استدل عميو بقرا ة الامتصاصية الضوئية
وكذلك زيادة نسبة استيسك السميموز كمصدر كربوني 
بالاضافة الى زيادة الفعالية في تحميل السميموز وذلك 

 بتقدير تركيز سكر الكموكوز الناتج عن الفعالية 
 

 
 افعالية ونمو البكتري تأثير درجة الحرارة في (3شكل )
 

ذلك  .الانزيمية لمعزلة البكتيرية في تحمل السميموز    
في  الان ظروف الحضن لمبكتريا تمعب دور ميم

زيادة نمو البكتريا وفعاليتيا في انتاج الانزيمات اذ 
حيا  المجيرية عمى تحفيزىا اللأتؤثر ظروف لنمو 

لانتاج الانزيمات، كذلك تؤثر ظروف التخمر عمى 
الانزيمات المنتجة بتأتيرىا عمى الجانب الفعال 

ى تزداد فعالية الانزيمات، لسنزيم فعند الظروف المثم
ىو المسؤول عن تحمل Cellulase)   فأنزيم ال

-linkage  β-1-4السميموز بتكسير الاصرة

glucosidal .في السميموز 
 الاستنتاجات

يولوجية لمسميموز باستخدام المعالجة البامكانية  -
 .B.subtilisالبكتيرية العزلة 
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المثمى لفعالية العزلة البكتيرية تم تحديد الظروف  -
لوحظ وجود تفاوت لمفعالية و السميموز  تفكيكفي 

البكتيرية في مد  ظروف الحضن قيد الدراسة 
 7.0 الدالة الحامضية عندوكانت افضل فعالية 

 . °م37 وعند درجة حرارة  %1.5وتركيز لمسميموز 
 التوصيات

لممخمفات  البيولوجية دراسة تطبيق المعالجة -
  .الزراعية

تطوير عزلات بكتيرية محورة جينيا في انتاج مواد  -
المخمفات  بالاستفادة منذات جدو  اقتصادية 
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