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 Clostridiumعزل وتشخيص سلالات محلية من جرثومة 

beijerinckii  
 مع الجرثومة القياسية Butanolومقارنة قابليتها في إنتاج البيوتانول 

 Clostridium acetobutylicum ATCC824 
 

 أسامة محمد سعيد مصطفى النعيمي
 جامعة الموصل –العلومكلية 

 1/9/2010قبول النشر :  ؛ تاريخ 8/4/2010تاريخ تسليم البحث : 

 البحث :ملخص 

 Clostridium محلية من جرثومة زلات( ع10في هذه الدراسة شخصت )

beijerinckii  ( عينة تم عزلها من المخلفات الصلبة الناتجة من وحدة تصفية المياه 100)من
على الثقيلة لمستشفى ابن سينا في مدينة الموصل ، وحددت صفات العزلات العشرة اعتمادا 

( مطابقتين لصفات البكتريا 6و  4الاختبارات الكيمياحياتية التي أجريت عليها ووجدَ إن العزلتين )
 مقارنة قابلية أنتاجولغرض المنتجة للمذيب العضوي البيوتانول  C.beijerinckiiالقياسية 
فقد  C. acetobutylicumATCC824( مع العزلة القياسية 6و  4)لعزلتين ل البيوتانول

 ت( ،وعندما حلل150,100,50,25) وحسب التسلسل صدمات حراريةلعدة  رضت البكترياع
( بعد 6( للعزلة المحلية رقم )1450أعلى إنتاج للبيوتانول ) جدَ و  HPLCالمستخلصات بجهاز 

 ( للعزلة القياسية 1244بلغ )في حين ( 4( للعزلة المحلية رقم )890بلغ )و ( صدمة حرارية 150)
C. acetobutylicumATCC824  ( البيوتانول إلا بعد تعريضهم 6و  4)لم تنتج العزلتين ، و

للصدمات الحرارية في حين أنتجت السلالة القياسية البيوتانول قبل تعرضها للصدمات، في حين 
 أنتجت السلالة القياسية البيوتانول قبل تعريضها 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 

Abstract: 
In this study (10) local isolates were identified Clostridium 

beijerinckii from (100) samples from hard residues of heavy water unit 
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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 بدايات القرن الماضي استخدمت العمليات التخمرية الصناعية في إنتاج المذيبات 
وباستخدام  Butanolوالبيوتانول  Acetoneوالأسيتون  Ethanolالعضوية مثل الايثانول 

طرق تحسين أداء الكائنات المجهرية  عنالبحث  فيلم تتوقف الدراسات الكائنات المجهرية ، و 
  لهندسة الوراثيةو االتقنيات الفيزيائية و الكيميائية ثل استخدام وبعدة وسائل م

(Gapes, et al.,1983 ، )بحثت العديد من الدول المنتجة للمواد الغذائية الطرق السليمة  كذلك
استخدمت طرق التحليل الإحيائي لها فة مثل مخلفات البطاطا في التخلص من المخلفات الغذائي

 منماة علىلأ Clostridiumباستخدام أنواع من جنس  بعض المذيبات العضويه  في إنتاج
 ( .Gapes, et al., 1996لكلوكوز )مع امخلفات البطاطا  أوساط

اج المذيبات توجهت انظار الباحثين الى استخدام طرق من شأنها زيادة إنت فضلا عن ذلك
عبر تلقيح أوساط تخمرية تحتوي قطع  Clostridium beijerinckiiالعضوية من قبل جرثومة 

طينية مفخورة داخل المخمرات لتثبيت الجرثومة عليها ولغرض زيادة التركيز الخلوي ، مع إزالة 
حيوي لمفاعل الالوسط ألزرعي لالمذيب العضوي البيوتانول من الوسط للتقليل من سميته في 

زيادة نسبة إنتاج  في ألزرعي الوسطالموجودة في  ياتسكر المن  القصوى  الاستفادة وبالتالي
 ( .Jason ,et al., 2002المذيبات )

مايكرون  1.5-7.5بكونها عصوية الشكل منحنية طولها  C. beijerinckiiتمتاز جرثومة 
نهائية ، موجبة لصبغة كرام، مع نهايات محدبة وتتحرك بأسواط محيطية ، أبواغها بيضوية تحت 

كما يحتوي على الكلوكوز والكالاكتوز  DL-diaminopimelicجدارها الخلوي يحتوي حامض
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مستعمراتها ذات  كاربوهيدرات ،ال الحاوية على الزرعية وساطلأعلى ا تفضل النمو أيضاً ، و 
ع حافات حادة م عن الوسط ألزرعي قليلاً  ملم مرتفعة 2غير منتظم دائري بقطر  زجاجي سطح

شفافة مائلة للون الرمادي ، ومن أهم نواتجها التخمرية حامضي الخليك والبيوتريك ، تتواجد 
 ,.Holt, et alالجرثومة في التربة وبكميات كبيرة وقد تصيب الجروح وتسبب التهابات معقدة )

1994. ) 
وهي من الطافرات ذات  NCIMB 8052السلاله  C. beijerinckiiمن سلالات 

غرام/لتر قياسا للإنتاج العالي للجرثومة 8.5الأنتاجية العالية للبيوتانول والتي يصل إنتاجها 
غرام/لتر تحت نفس الظروف التخمرية 9.5الذي يصل إنتاجها  C.acetobutylicumالقياسية 

(Manish & Hans, 2004 ; George, et al., 1983. ) 
لبيوتانول لذا بدأ الباحثون بتحديد لإنتاج افي قابليتها  C. beijerinckiiتباين سلالات 

الأعلى إنتاجاً حيث وصلت إلى  BA 101قد وجد إن ألسلاله و ، السلاله الأكثر إنتاجيه 
للمخمرات الحيوية غرام/لتر وقد اقترنت الزيادة في الإنتاج بزيادة أحجام الأوساط الزرعية 10

(Amer, 2001; Parekh, et al,.1999 ; Formanek, et al., 1997 . ) 
وتعد الأوساط الزرعية الحاوية على خلاصة المولاس من أفضل الأوساط في إنتاج 

غرام/لكل  746المذيبات العضوية لاحتوائه على سكريات عديدة ويصل مجموع السكريات إلى 
 غرام من سكريات المولاس قابلة للتخمر من قبل جرثومة 434لتر من المولاس وبينت إن 

 BA 101 C. beijerinckii قدره هذه السلالة لن الباحثان إ في مزارع الدفعة ، كما وجد
 ممزوجاً معغرام مولاس  80عضوية من المذيبات ال من غرام 22.8 إنتاجية فائقة تصل إلى

 ( .Qureshi, et al.,2001; Chen,2001غرام كلوكوز ) 25.3
، و  C. beijerinckiiسلالات محلية من جرثومة  هو عزل وتشخيص هدف الدراسة

تطوير قدرتها الإنتاجية عبر  وفي إنتاج المذيب العضوي البيوتانول  ة هذه السلالاتتحديد قابلي
 .  للمذيب العضوي البيوتانول ة الجرثومةتعريضها للصدمات الحرارية في تحسين إنتاجي

 

 المواد وطرائق العمل

 جمع العينات :  .1

لمخلفات الصلبة الناتجة من وحدة تصفية غم لكل عينة( من ا 10عينة ) 100جمعت 
المياه الثقيلة لمستشفى ابن سينا والتي تمر عبر وحدات تنقية وترسيب وتجفيف وتترك على شكل 

 طبقات صلبة في أحواض جانبية .
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 الأوساط الزرعية :  .2

أي  3سم800في  70%من الدبس تركيز  3سم 200وسط مرق الدبس : حضر الوسط بإذابة -أ
، ثم أضيف  14%من الماء المقطر والمعقم للحصول على محلول سكري تركيز  5:1نسبة 

وفوسفات  1.2%وكبريتات الألمونيوم تركيز  6.1%للوسط كاربونات الكالسيوم تركيز 
ثم وزع الوسط في قناني  6.8وضبطت الدالة الحامضية للوسط عند  0.2%الصوديوم تركيزه 

م ولمدة  60ناني بالماء المسخن الى درجة حرارة ، عقمت هذه الق 3سم15زجاجية بواقع 
 ( .2005النعيمي ، ساعة واحدة )

 Cruickshankاعتمادا على   Difcoحضرت كافة الأوساط والمجهزة من قبل شركة 
 . (Cruickshank., et al.,1975في تحضير وتهيئة الأوساط الزرعية )  1975وآخرون 

 وسط الاكار المغذي .-ب
ووزع على قناني  Christensen’s Ureaإنزيم تحلل اليوريا : حضر وسط وسط اختبار -ج

 . 3سم 15زجاجية بواقع 
 . 3سم15وسط اختبار اللسثنيز : حضر الوسط ووزع الوسط على قناني بواقع  -د
 وسط اختبار إنزيم الليبيز :حضر الوسط ووزع على أطباق بتري واختبر تحلل الدهن فيه . -هـ
ع الجيلاتين : حضر وسط الجيلاتين المغذي ووزع في قناني بمقدار وسط اختبار تمي -و

 لكل قنينة . 3سم20
 وسط اختبار التخمر العاصف : حضر الوسط ووزع على قناني واختبر التخمر العاصف. -ز
 وسط اختبار تخمر الكاربوهيدرات : حضر الوسط المضاف له السكريات التالية لاختبارها .  -ح

Starch Ribose Melezitose Glycerol Fructose Arabinose 
Sucrose Salicin Melibiose Lactose Galactose Cellobiose 
Xylose Sorbitol Rhamnose Maltose Glucose Dulcitole 

  
   C. beijerinckiiاختيار العزلات المحلية المطابقة لصفات جرثومة  .3

 .C شرة لكونها مطابقة لصفات النوعمن مجموع العينات الع 6و  4اختيرت العزلتين 

beijerinckii  من حيث الاختبارات الكيمياحياتية ، ولكي نحول الخلايا الخضرية إلى الشكل
غم ورطب  200وأضيف لها رمل مغربل ومعقم بمقدار  3سم250ألبوغي ، حضرت دوارق سعة 

مرات في درجة حرارة ثم عقمت الدوارق بالموصدة لأربع  3سم10الرمل بالماء المقطر بمقدار 
121  دقيقة لكل مرة ، وتم التخلص من ألرطوبة بوضع الدوارق في فرن بدرجة  15م  لمدة

 6و  4من مزروع العزلات  3سم 2ساعة ، وأخيراً لقحت الدوارق بمقدار  24م لمدة  200حرارة 
البكتيرية  م لمدة أسبوع لنحصل على الأبواغ 37المختارة وحضنت بالحاضنة في درجة حرارة 

(Peppler & Perlman, 1979. ) 
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 الجراثيم القياسية :تهيئة  .4

وذلـك  C.acetobutylicum ATCC824مـن جرثومـة  ةقياسـي عزلـةتم الحصول علـى 
-1615فــي الولايــات المتحــدة الأمريكيــة وبــرقم كتــالوج  Houston Riceمــن مختبــرات جامعــة 

 وسط الخاص بها والمكون من محلولين :ولتهيئة العزلة المجففة ، تم تحضير ال . 5500
 :( المغذي ويتكون Aالمحلول الاول )

 المادة                               حجم        المادة                      غرام         
2  4)SO4(NH 1ml ).1 g/ml0 (O 27H-4OMgS 

1 4HpO2K 1.5ml )1 g/ml0.(0O  27H-4OFeS 

0.5 4PO2KH 0.01ml CaCl2  (0.1 g/ml) 

2 Tryptone 0.01ml ).1 g/ml(0O  2H-4OMnS 

1 Yeast extract 0.02ml (0.1 g/ml)  2CoCl 

  0.03ml ).1 g/ml(0O  27H-4OZnS 

 لتر ماء مقطر ومعقم 0.5ذوبت المكونات اعلاه في 
 : المحضر( و Bالمحلول الثاني )

  لمقطر المعقم .لتر من الماء ا 0.5غرام كلوكوز في  50 إذابة من
( وعقمـت قنـاني  3سـم 15( ووزع علـى قنـاني بواقـع )B( مع المحلـول )Aتم مزج المحلول )

دقيقــة ، ثــم لقحــت القنــاني مــن العزلــة القياســية  15لمــدة  م 121الوســط بالموصــدة بدرجــة حــرارة 
  ساعة . 24لمدة  م 37على درجة حرارة  لاهوائياً  المجففة وحضنت

 

 التجزيئي :جهاز التقطير  .5

 Fractionalاستخدمت عملية التقطير ألتجزيئي باستخدام جهاز التقطير ألتجزيئي 

distillation  الذي يتكون من عمود تقطير مائل مرتبط بعمود تجزئه زجاجي قائم في قمته
من نهاية  الحاصل ويتم جمع ،يحتوي الوسط التخمري  3سم500محرار وفي أسفله دورق سعة 

 . 3سم250بدورق دائري حجمه  عمود التقطير 
 

 الكشف عن البيوتانول : .6

، في الكشف عن وجود البيوتانول Jones and Woodاستخدمت طريقة جونز و وود 
 رابع كلوريد الكروم غم من 2.67والطريقة تتضمن تهيئة الكاشف الذي يتكون من اذابة 

)3Chromium tetraoxide (CrO  4كز مضاف اليه حامض الكبريتيك المرSO2H  بمقدار
جراء الكشف عن البيوتانول في نواتج من الماء المقطر ، ولأ 3سم10ضيف له ثم أ 3سم 2.3

ة الأخرى م للتخلص من المذيبات العضوي 80لى درجة حرارة إالتقطير تم تسخين المزيج 
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يان م في حين درجة غل 78.2م والايثانول درجة غليانه  56.53سيتون الذي درجة غليانه كالأ
نبوبة أسيتون النقي في من الأ 3سم1لى إقطرة من الناتج  2ضافة إتم  ،م  99.5البيوتانول 

وعدت النتيجة موجبه عند ظهور اللون ضيف قطرة صغيره من كاشف جونز ، أاختبار بعدها 
 ( .Jones & Woods ., 1986) ثانية من الاختبار 15خضر خلال الأ
 

 (HPLC)السائل  التحليل الكروماتوكرافيجهاز  .7

 /دويـــة والمســـتلزمات الطبيـــة العائـــد للشـــركة العامـــة لصـــناعة الأ  HPLCاســـتخدم جهـــاز 
، ويســتخدم الجهــاز فــي تحليــل  CE. 1200 موديــل  الصــنع فرنســيمدينــة الموصــل ، والجهــاز 

 المذيبات العضوية وهو مرتبط بوحدة حاسوبيه مجهزة للرسومات البيانية .
فــي المــاء المقطــر لمعــايرة الجهــاز  60%تــم تهيئــة محلــول قياســي مــن البيوتــانول بتركيــز 

 ةالعزلــ( و 6و  4قبــل الاســتخدام وتحديــد قيمتــه فــي الرســم البيــاني ثــم قــورن مــع قــراءات العــزلتين )
 C.acetobutylicum ATCC 824 (. Sang, 2008) ةالقياسي ةللجرثوم ةالقياسي

 
 النتائج والمناقشة

( نتـــــائج الاختبـــــارات الكيمياحياتيـــــة لمجموعـــــة مـــــن الســـــكريات وقابليـــــة 1الجـــــدول )يبـــــين 
الســــلالات المعزولــــة علــــى تخميرهــــا ، ومــــن مجمــــوع عشــــر ســــلالات مــــن جرثومــــة الكلوســــتريديوم 

( 6( والعزلــة رقــم )4المعزولــة محليــاً تطابقــت ســلالاتين فقــط مــن العــزلات العشــرة وهــم العزلــة رقــم )
مـن حيـث قابليتهـا فـي تخميـر السـكريات  C. beijerinckiiاسية لجرثومة مع صفات السلالة القي

 Salicinوسالسـين    Dulcitoleالمختارة ، فـي حـين كانـت سـالبه لكـل مـن السـكريات )دولسـيتول 
عـن جرثومـة  C. beijerinckii( وهو ما يميز جرثومة  Starchو النشا    Sorbitolوسوربيتول 

C. acetobutylicumATCC 824 وجبــة الاختبــار للســكريات الأربعــة الســابقة وهــي صــفة الم
؛ Cato & Stackebrandt, 1989؛  Yan, et al.,1988تشخيصية للتميـز بـين الجرثـومتين )

Johnson, et al., 1997 . ) 
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 C. beijerinckii( نتائج الاختبارات الكيمياحياتية للعزلات المحلية لجرثومة1)الجدول
 C. acetobutylicum ATCC 824والجرثومة القياسية 

 نتيجة اختبار جرثومة محليا   ةات المعزولم العينارقأ ختباراتالا

C. acetobutylicum 

ATCC 824 القياسية 
 صفات جرثومة

C.beijerinckii 

 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 القياسية
Arabinose + + + + + + - + + + + + 
Cellobiose + + - + - + + + + + - + 

Dulcitole + + + - + - + + - - + - 
Fructose - - + + - + - + - + + + 

Galactose + + + + + + + + + + + + 
Glucose + + + + + + + + + + + + 
Glycerol + - - - - - - - - - - - 
Lactose + + + + + + + + + + + + 
Maltose + - - + - + - - - - + + 

Melibiose - - - + - + - - - - - + 
Melezitose - - - + - + - - - - - + 
Rhamnose - - - - - - - - - - - - 

Ribose - - - - - - - - - - - - 
Salicin + + + - + - + + + + + - 

Sorbitol + + + - + - + + + + + - 
Starch + + + - + - + + + + + - 

Sucrose + + + + + + + + + + + + 
Xylose - - - + - + - - + - + + 

 - - + + + - - - - - - - تحلل اليوريا
 - - + + + + - + - + + + اللسثنيز

 - - - - - - - - - - - - اللبيز
 + + + + + + + + + + + + تميع الجيلاتين
 + + + + + + + + + + + + تحلل الكازايين

ـــائج اختبـــار 2والجـــدول ) ـــين نت ف عـــن وجـــود البيوتـــانول و فـــي الكشـــ (جـــونز و وود)( يب
ثانيـة مــن الاختبــار ، حيــث نلاحـد مــن الجــدول ان العزلــة رقــم  15وتكـوين اللــون الأخضــر خــلال 

( لـــم ينتجـــان المـــذيب العضـــوي البيوتـــانول فـــي بدايـــة نموهمـــا ولكـــونهم مـــن العـــزلات 6( ورقـــم )4)
صــفر ولــم نحصــل المحليــة ولــم يــتم تعريضــهم لأي مــيثر فيزيــائي فكــان إنتــاجهم للمــذيب العضــوي 

ـــــوني لكاشـــــف  ـــــر ل ـــــى أي تغيي ـــــت الجرثومـــــة القياســـــية  (جـــــونز و وود)عل  .Cفـــــي حـــــين كان

acetobutylicumATCC 824  منتجه للبيوتانول وقد تغير لـون الكاشـف وهـذا يعـد دلـيلًا علـى
( لـم 4وجود البيوتانول في نواتج التقطير النهائيه ، فـي حـين أظهـر الجـدول نفسـه أن العزلـة رقـم )
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صدمة حرارية وهذا الاختبار  100صدمة حرارية وإنما أنتجته بعد  50و  25البيوتانول بعد  تنتج
 .(8)(و5)( و2)في الأشكال HPLCيتطابق مع نتائج التحليل الكروماتوكرافي السائل 

( لــم تنــتج المــذيب العضــوي البيوتــانول بعــد 4( يوضــح إن العزلــة المحليــة رقــم )2الشــكل )
صــــدمة حراريــــة فــــي حــــين أنتجــــت العزلــــة نفســــها  50لــــم تنتجــــه بعــــد  صــــدمة حراريــــة وكــــذلك 25

( ، وازداد إنتاجهــا مــن 5)( فــي الشــكل 457.8صــدمة حراريــة وبلــغ إنتاجهــا ) 100البيوتــانول بعــد 
( وهـذه الزيـادة فـي الإنتـاج 8( فـي الشـكل )890صدمة حرارية وبلغ إنتاجهـا ) 150البيوتانول بعد 

( أنتجـــت 9حراريـــة ، كمـــا نلاحـــد إن العزلـــة المحليـــة رقـــم )حصـــلت بعـــد زيـــادة عـــدد الصـــدمات ال
( فــي الشــكل 455.3)( صـدمة حراريــة وبلغـت كميــة إنتاجهـا 25)المـذيب العضــوي البيوتـانول بعــد 

( الشكل 980.6( وازداد إنتاجها من المذيب العضوي بازدياد الصدمات الحرارية وبلغ إنتاجها )3)
صــدمة حراريــة كمــا  150( بعــد 1450علــى إنتــاج لهــا )صــدمة حراريــة ، كمــا بلــغ أ  100( بعــد 6)

 .Cللجرثومـــــة القياســـــية  HPLC( فـــــي حـــــين تطابقـــــت نتـــــائج تحليـــــل 9مبـــــين فـــــي الشـــــكل )

acetobutylicumATCC 824 ( بازديــاد 1244و  1192و  877وازداد إنتاجهــا للبيوتــانول )
نلاحــد إن إنتــاج ( علــى التــوالي ، فضــلا عــن ذلــك 150و  100و  25عــدد الصــدمات الحراريــة )

ـــــــــى فـــــــــي العزلـــــــــة رقـــــــــم )  .Cعـــــــــن   C. beijerinckii( 6البيوتـــــــــانول كـــــــــان أعل

acetobutylicumATCC 824  القياســية وبهــذا نكــون قــد حصــلنا علــى عزلــه محليــه لهــا قــدرة
 إنتاجية معقولة من البيوتانول .

 
 ( الكشف عن إنتاج البيوتانول باختبار جونز للعزلات المحلية لجرثومة2)الجدول

 C. beijerinckii  والجرثومة القياسيةC. acetobutylicum ATCC 824 
 صدمة 150بعد  صدمة 100بعد صدمة 50بعد صدمة 25بعد دون صدمة العزلات المختبرة

 + + - - - 4عزله رقم 

 + + + + - 6عزله رقم 

 القياسية جرثومة

C.acetobutylicum 

ATCC 824 

 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 ليل على وجود البيوتانول)+( فحص موجب ود
 ( فحص سالب والمستخلص خالي من الالديهايدات-)
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