
  2011/ تموز146-138  ص1  عدد16مجلد   )ةالبحثي( مجلة الزراعة العراقية
  

138 

  Acetobacter xylinum AJ3 انتاج السيليلوز من المولاس بأستخدام بكتريا
  الهام أسماعيل الشمري

  الملخص                                                        
 بأستخدام المولاس غـير  Acetobacter xylinum AJ3درس انتاج السيليلوز من العزلة المحلية لبكتريا 

لوحظ حـصول زيـادة في كميـة     ،وم بالحرارة والحامض والمهضوم بالمستخلص الخام لانزيم الانفرتيزالمهضوم والمهض
كميـة   اذ بلغـت  ، كمعاملـة مقارنـة  HS– mediumنتجة من وسط المالسيليلوز المنتجة مقارنة بكمية السيليلوز 

 ـبينما . ر على التوالي ـتل/  غم 2.20 ,6.82 ,8.50 1.52,عة ـالانتاج الاربالسيليلوز المنتجة في أوساط  ت ـبلغ
 كميـة  أزدادتفي حـين  .  على التوالي الاربعةوساط لتر في الا/ غم(3 , 3.5 ,5.0 ,5.5)لكتلة الحيوية ل اعلى قيمة

  .الى اوساط الانتاج % 0.2 بتركيز CMCو راالسيليلوز بأضافة الاك

  المقدمة
 من أسـتخدام  أذ لابد،  نجاح هذه العملية او فشلها    تعد الناحية الاقتصادية في العمليات التصنيعية الاساس في       

اج كـبيرة وبمواصـفات عاليـة       اقل التكاليف في المواد الخام المستخدمة في العملية التصنيعية للحصول على كمية أنت            
 بالعديد من الخطوات الاوليـة    معالجته   بعديستخدم السيليلوز للاغراض الصناعية من خشب النباتات         عادة ما و.الجودة

، ت البيئة كالماء والهـواء والتربـة      اللازمة لتنقيته وقصره وغيرها من العمليات الاخرى مما يسبب تلوث لمختلف مكونا           
ا هـذ ) .6(ة  وبعض الفضلات العـضوي Furans و  Polychlorinated dioxinsفضلاً عن انتاج مركبات مثل

كانتاج السيليلوز البكتيري وخصوصا من بكتريـا       ، اتية  للسيليلوز غير المصادر النب   اتاح اال للتفكير بمصادر جديدة      
Gluconacetobacter xylinum   التي تعد الافضل من بين الانواع البكتيرية الاخرى في انتاجها للسيليلوز علـى

 مـن تكـاليف انتـاج الـسيليلوز         للتقليلأن التطوير في مكونات الوسط مهمة جدا        . )16،  15(المستوى الصناعي   
المـستخدم في  )   SH- medium(  Hestien أذ ان وسط،  السيليلوز غالية نسبيا وتعد عملية انتاج )9(كتيريالب

 لانتـاج   ى المستوى التجاري  ــادي عل ــــات حول انتاج السيليلوز البكتيري غير اقتص      ــــمعظم الدراس 
ة وريولوجيـة   به من صفات فيزوكيميائييتميز مما يعيق عملية أستخدامه تجاريا بدل السيليلوز النباتي رغم ما، السيليلوز

والمتانة والمرونة والقدرة على الاحتفاظ      وقوة الشد العالية      العالية كنقاوتهعن الانواع الاخرى من السيليلوز      فريدة تميزه   
 كمـا تتميـز اغـشية   ،  يتميز بقابلية ترطيب عاليةو، لبكتيري سعة عالية على حمل الماءبالشكل كما يمتلك السيليلوز ا  

ولاختزال تكاليف أنتاج الـسيليلوزالبكتيري لابـد مـن     .قيقة جداً وذات ألياف دقيقة جداً السيليلوز البكتيري باا ر   
راب شج العرضية لبعض الصناعات كصناعة السكر والنشا والذي ينتج عنهما المولاس وتأستخدام مصادر طبيعية كالنوا   

مصادر جيدة للكاربون  صادر الرخيصة جدا وفي الوقت ذاته والتي تعد من المCorn seep liquor  (CSL) الذرة
 .)10،12(والنتروجين 

 Acetobacter xylinumهذه الدراسة الى انتاج السيليلوز البكتيري من العزلة المحليـة لبكتريـا   دف 
AJ3 صة لفسح لحصول على كميات كبيرة من السيليلوز من مصادر رخيلحاولة بمللانتاج  كوسط بأستخدام المولاس

   .ستفادة من خواصه الفريدةوالااال لاستخدامه على المستوى التجاري 
  . جامعة بغداد، بغداد العراق–كلية الزراعة 

  1/2010ت:م البحثتاريخ تسل
  2011/تموز:تاريخ قبول البحث
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   البحثالمواد وطرائق
 
   Acetobacter بكتريا 
 مختبرات كلية  فياحـر التفـة من عصيــ والمعزولAcetobacter xylinum AJ3ول على بكتريا ـم الحصـت

 بدرجة  HS-mediumأجريت عملية التنشيط عدة مرات في مزرعة ساكنة بأستخدام وسط  .جامعة بغداد/ الزراعة
  . )12(  م28حرارة 

  

  المولاس 
الاوليـة لاسـتخدامه     تم الحصول على المولاس من معمل أنتاج السكر في الموصل وأجريت عليه مجموعة من المعاملات       

  . Acetobacter xylinum AJ3كوسط لانتاج السيليلوز من بكتريا 
      

    Total sugar تقدير السكريات الكلية
  .)AOAC) 1ولاس حسب الطريقة التي وردت في في المقدرت السكريات الكلية 

   

   Reducing sugar تقدير السكريات المختزلة
  .)AOAC) 1حسب الطريقة التي وردت في ولاس في  المقدرت السكريات المختزلة  

  

  وساط انتاج السيليلوز ا
 6000 مركزي بمعـدل   نبذوعرض لعملية   ) حجم/ وزن  (  مرات   5خفف المولاس   ) : الخام  (  المولاس غيرالمعامل    – 1

  . دقيقة للتخلص من المواد الصلبة20 دقيقة لمدة/ دورة 
  وجماعته Prashantالمولاس بالحامض حسب الطريقة التي اوردها عاملة متم : بالحامض والحرارةالمعامل  المولاس -2
مـدة  دقيقة /  دورة 6000 المركزي بمعدل النبذبالماء المقطر وأجراء ) حجم/ وزن ( مرات 5  معبتخفيف المولاس  )8(

سخن المـزيج  . )(4N   الكبريتك بأستخدام حامض3 دقيقة لفصل المواد الصلبة بعدها عدل الرقم الهيدروجيني الى 20
  . المركزيالنبذ دقيقة وأعيدت عملية 24 دقيقة وترك مدة 20 لمدة  م121درجة حرارة الى 

  : crude invertase enzyme  بالمستخلص الخام لانزيم الانفرتيزالمعامل المولاس -3
 بتخفيـف ، )Dudman) 5 حسب الطريقة الـتي أوردهـا        invertase المولاس بالمستخلص الخام لانزيم      تم معاملة 

المستخلص  مل من 200ثم أضيف له ، ) مل من الماء المقطر500  مل من المولاس مع(1000 1 :2المولاس بالماء بنسبة 
 بنـسبة  bentonite أضـيف بعـدها   . لحين انتهاء الهضمدرجة حرارة الغرفة حضن المزيج في   ، الخام لانزيم الانفرتيز  

  .عدها عملية الترشيح لغرض الترويق بتي دقيقة وأجر20ثم غلي المزيج لمدة ، 1%
4 - HS– medium : -ر وسطــ حض  HS– mediumـة التي اوردهــ حسب الطريق    Son اـــ

  ).13 (وجماعتــه
 وعدل الرقم الهيدروجيني    %5خففت جميع اوساط المولاس بالماء المقطر بحيث أصبح التركيز النهائي للسكريات الكلية             

  من الوسط وعقمت بالمؤصدةمل100 يحوي الدورق الواحد على     مل300اط في دوارق سعة      ووزعت جميع الاوس   5الى  
 بحيث 2%بردت الاوساط ولقحت جميعها بحجم لقاح . دقيقة15 لمدة 2انج/  باوند 15غط ضو  م121حرارة درجة في

  .  أيام7 لمدة  م30درجة حرارة في مل وحضنت /  خلية710 على  يحوي المل الواحد من اللقاح
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  :تقدير كمية السيليلوز
بوضع السيليلوز النـاتج   )Melinda) 4 و David قدرت كمية السيليلوز حسب الطريقة التي اوردها 

 وضـغط    درجة 20دة  ـلم  م 121حرارةة  في دقيق في المؤصدة   ) NaOH) 2%ول  ـ مل من محل   300ة  ـد أضاف ـبع
جفـف  . لحـين الوصـول الى التعـادل    )4N (الكبريتك بعدها أجريت معادلة للسيليلوز بحامض،  2انج/  باوند 15

  .  ين ثبوت الوزن لح م105السيليلوز الناتج بدرجة حرارة 
  :تقدير الكتلة الحيوية

بأخذ كميتين متساويتين من    ، )8( وجماعته   Joong طيلة مدة الحضن حسب الطريقة التي اوردها          الحيوية قدرت الكتلة 
 100درجة حرارة وفي ) (NaOH 0.3N  مل من محلول20 لجزء الاول مع اعومل، الرطب من كل وسطالسيليلوز 

أجريت عملية الغسل بعدها ،للتخلص من المواد الذائبةثم أجريت عملية الترشيح ،  دقائق للتخلص من البكتريا5 لمدة م 
الحراري الفرن  في  يليلوز  جفف الس ، بالماء المقطر للجزء المتبقي على ورقة الترشيح لحين وصول الراشح الى نقطة التعادل            

 جرى تجفيفه في فرن هوائي حراري لحين ثبوت الوزن وأستخرجت الكتلة        فقد اما الجزء الثاني  . الهوائي لحين ثبوت الوزن   
  . ة بأخذ فرق الوزن بين المعاملتينالحيوي

  :تقدير الرقم الهيدروجيني
  .pH meter ضن بأستخدام جهاز ة التغيرات الحاصلة في الرقم الهيدروجيني طيلة مدة الحتم متابع

 الاضـافات لوسـط   بـبعض  Acetobacter xylinum AJ3 تحسين كمية السيليلوز المنتجة من بكتريا 
  : الانتاج

درس تأثير أضافة بعض المواد شملت الآكار وكاربوكسي مثيل سيليلوز  والجينات الصوديوم الى أوساط الانتاج الاربعة                 
  . تحسين كمية السليلوز المنتجةدورها في لتقويم %0.2وبتركيز 

  النتائج والمناقشة
  :الصلبة في المولاس دتركيزالمواتقدير السكريات و
أذ يلاحظ أحتـواءه    ، نسبة المواد الصلبة الذائبة    المولاس من سكريات كلية ومختزلة و      محتوى) 1(يمثل جدول   

يعد المولاس .  يمثل النسبة الاعلى سكروز منها والباقي%  1.52 تمثل السكريات المختزلة  سكريات كلية%  61على
در الرخيـصة الـتي يمكـن       من المـصا  السكر من القصب والبنجر السكري لذلك يعد        ية لصناعة   أحد النواتج العرض  

ولاس ــادر الى أن الم   ــن المص ــتشير العديد م  كما  . )12(مصدر للكاربون في تنمية الاحياء اهرية       أستخدامها  
 ـ وبذلك يع  %4.8ه الى   ــل نسبتها في  ــ أذ تص  اتــغني بالبروتين   ـدرا جي ـــ ايـضا مـص    دــ دا ــ

  .)14، 12، 9(النامية  يسهم في توفير المغذيات للبكتريا للنتروجين
نسبة السكريات الموجودة في المولاس الخام والمعامل بالحامض والحرارة والمعامل بالمستخلص الخـام لانـزيم     :1جدول 

  الانفرتيز

  لاس غير المعاملالمو  المكون
  

المولاس المعامل بالحامض 
  والحرارة 

المولاس المعامل بالمستخلص الخام لانزيم 
  الانفرتيز

  61 61 61   (%)السكريات الكلية
 60.7 58.8 1.52   (%)السكريات المختزلة

  -  - 82 – 83  )بركس ( تركيز المواد الصلبة الذائبـة 
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  تقدير كمية السيليلوز 
 –HS ة والتي شملـت ــاج الاربعــكمية السيليلوز المنتجة بأستخدام أوساط الانت)  2(يوضح الجدول 

medium لمستخلص الخـام    با المعامل  بالحامض والحرارة والمولاس   المعاملالمولاس  و  لـــالمعامرــالمولاس غي و
 يلاحظ من الجـدول   . التواليلتر في اية مدة الحضن وعلى        / غم 8.5 و 6.82، 2.2 ،1.52  اذ بلغت    زلانزيم الانفرتي 

  7. 144 اذ بلغت الزيادة في الانتاجية HS– medium تفوق وسط المولاس بجميع اشكاله على وسط المقارنة ايضاً
في  فـرق كـبير      كما يلاحظ وجود   . 100% على التوالي على أعتبار ان معاملة المقارنة         %833 ،%668.5 ، %
 بـالانزيم عـن     المهـضوم ة المولاس   ـــ مع افضلي  عاملالم وغير   لــعامالمبين المولاس    ة السيليلوز ما  ــــكمي

وهذا يتيح فرصة أستخدام المولاس كوسط طبيعي رخـيص الـثمن لانتـاج    . بالحامض والحرارة عامـــلالملاس  والم
وغيرها من الاوساط الصناعية المكونة من مواد غالية الثمن مثل مستخلص الخميرة والببتون        السيليلوز بدل من أستخدام     

فيه  ونسبة البروتين العالية المعاملالى ان وجود الكبريت في المولاس  )12( وجماعته Sherif  وقد أشار.  الاخرىالمواد
 أدت الى  باكملـها عوامـل  ان هذه ال% 2.05 يصل الىلنتروجين العضوي اذ  الاً عن   فض 12.8%والتي قد تصل الى     
 الى أن )11( وجماعته  Prashantكما أشار .  بالحامض والحرارةالمعاملولاس لوز المنتج بأستخدم الميزيادة كمية السيل

 عن الكمية الناتجة مـن      %76 بالحرارة والحامض اعطى اكبر كمية من السيليلوز تزيد بنسبة           المعاملأستخدام المولاس   
المعامـل  دام المـولاس غـير   الى أن أستخ )7( وجماعته  Houssni في حين أشار . المعاملأستخدام المولاس الخام غير 

عطى الكميـة   المعامل ا  بالحرارة والحامض اعطى كمية أكبر من السيليلوز مقارنة بالاوساط الصناعية والمولاس             عاملوالم
 Gluconacetobacter sub sp عن المولاس غير المعامل بأستخدام 60%الاكبر من السيليلوز والتي تزيد بمقدار 

 xylinum    (ATCC10245) .أشاركما   Dudman ) 5(ون بعد ــ الملح المتك ان يكون  الى أن من المحتمل
ة أسـتخدام المـولاس     ــكفكميــة السيليلوز المنتجــة مما يرجح      ؤثر على   ية بالقاعدة قد    ــالهضم من المعادل  

  .  بالانزيمالمعامل
  

المعامـل   بأستخدام المـولاس غـير   Acetobacter xylinum AJ3 السيليلوز المنتجة من بكتريا كمية :2جدول 
   HS– medium.  بالانزيم ووسطالمعاملو  و الحرارةالحامض بالمعاملوالمولاس 

  )%(مقدار الزيادة في الانتاجية   )لتر/غم(كمية السيليلوز المنتجة   وسط الانتاج
HS– medium  1.52 100.0 

 144.7 2.20  المعاملالمولاس غير 
 668.5 6.82   والحرارةبالحامضالمعامل المولاس 
 833.0 8.50   بالمستخلص الخام لانزيم الانفرتيزالمعاملالمولاس 

  

    التغيرات الحاصلة خلال مدة الحضن
أذ ،  وكمية السيليلوز المنتجـة الكتلة الحيويةي مابين دطر تناسب وجود ) 4و 1, 2, 3(يلاحظ من الاشكال 

 7 دةــ لم  م 30ة حرارة   ـــدرجفي  ن الحضن   ــاليوم الخامس م  في  عليه   تم الحصول    كتلة حيوية يلاحظ ان أعلى    
 المعامـل يليـه المـولاس   ،  لتر/ غم 5.2 ة الحيويةــأذ بلغت الكتل، لاس المعامــل بالانزيموــأيام في وسط الم

 ـ، HS– medium فالمولاس غير المعامل واخيرا وسط والحرارة بالحامض    ااذ بلغت أعلى قيمة للكتلة  الحيوية فيه
 في كمية السيليلوز ة واضحةزيادحصول الى أن ) Joong  ) 8وقد أشار . لتر على التوالي/ غم     2.5و  4.9, 3.0

 ـوبكت BSH– mediumة بأسـتخدام وسـط   ــة الساكنــالمنتجة في المزرع  G-hansenii PJKريا ــ
أذ بلغت الكتلـة    ، يوم الرابع من الحضن   ل عليه في ال   ى وزن للسيليلوز  تم الحصو     ــوان أعل ، ادة عدد الخلايا  ــبزي
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 في كمية الـسكريات  ً تدريجياًضانخفااحظ من الاشكال حصول كما يلاحظ. الجافعلى اساس الوزنلتر /  غم 3الحيوية  
يلاحظ ان كما . الحضنالخامس والسادس منين نفاذها تقريبا في أوساط الانتاج جميعها في اليومين        لح الموجودة في الوسط  

  وقـد أشـار      .في الرقم الهيدروجيني كان قليلا نسبيا ولم تشهد اي معاملة انخفاضـا كـبيرا في الحموضـة                الانخفاض  
Dudman )5 (مقدار التركيز الاولي للسكر فيهالى أن مقدار الانخفاض في الرقم الهيدروجيني يعتمد على .     
  

 

 
 HS-medium التغيرات الحاصلة خلال مدة الحضن في وسط  : 1شكل 

  
  
 

  
   التغيرات الحاصلة خلال مدة الحضن في وسط  المولاس غير المعامل: 2شكل 

  

 )یــــوم( مدة الحضن 
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  التغيرات الحاصلة خلال مدة الحضن في وسط  المولاس المعامل بالحامض والحرارة:3شكل 

  

  
 المولاس المعامل بالمستخلص الخام لانزيم الانفرتيز  التغيرات الحاصلة خلال مدة الحضن في وسط:4شكل 

  
  
  

بـبعض الاضـافات    Acetobacter xylinum AJ3 سين كمية السيليلوز المنتجة من بكترياتح
  لوسط الانتاج
ات الـصوديوم   ـــــوالجين) CMC( تأثير أضافة الاكر وكاربوكسي مثيل سيليلوز      (3)جدوليوضح  

 Acetobacter xylinum ن بكتريـا ـــ م المذكورة سابقاًةـة من الاوساط الاربعـفي كمية السيليلوز المنتج
AJ3 وــــافة الاكرـظ ان اضـأذ يلاح CMزيــادة في الانتــاج   ى حصولــ ادت ال% 0.2 بنسبة 

 ـ ة أذ بلغـت كميــة السيليل    ـر الى الاوسـاط الاربع   بأضافـة الاك الزيـادات  ى هذه   ــاعلكانت  و              ةوز المنتج
ى ــل الاضافة وعلــقبلتر / غم8.80 و1.58, 2.23, 6.80بعـد ان كانـت) 10.55و 3.80 ,4.95 ,9.00(

 في الاوساط الاربعة مـن قبـل بكتريـا    المنتجة عدم تأثر كمية السيليلوز )3 (ن الجدولـــكما يلاحظ م. التوالي
Acetobacter xylinum AJ3ار ــــوقدأش. ات الصوديومـــــبأضافة الجينPrashant   وجماعتـه 

 ـحصول   أدى الى    0.1%تاج السيليلوز بتركيز    ر الى وسط أن   االى ان اضافة الاك    )11(  ـادة ف ـزي  ـ ــ ة ـي كمي
الى ان  )2(   وجماعتــهBae  ارـي حين أشـف، لتر/ غم8.7لتر الى / غم6.3ن ـة مــوز المنتجــــالسيليل
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لتر واوضح ان الوسـط  / غم 8لتر بعد ان كانت /مغ 12.8 بلغت 0.4%معدل الزيادة الناتجة من اضافة الاكر بنسبة   
 وقد فـسر  ر  ااوي على الاك  الحر ترتفع لزوجته مما يحدث زيادة في اعداد الخلايا مقارنة بالوسط غير             ااوي على الاك  الح

ر اكما وضح ان اضافة الاك، رية اكثر للخلايا للنمو والتكاثرذلك بان وجود الاكر يمنع من تكتل السيليلوز مما يعطي ح        
 Zhou  مـا أشـار  ك. فيزوكيميائي على الوسط المضاف له ار تأثيرا للاكلاتؤثر على المسارات الايضية للبكتريا وانما

 Acetobacter الى وسط انتاج السيليلوز من بكتريا CMCالى ان أضافة  )3( وجماعته  Chao ، )17 (وجماعته
xylinum   لم لتر في حين اضافة الجينـات الـصوديوم      / غم 8.2لتر الى   / غم 1.3 زيادة في الانتاج من       ادى الى حصول

  . تغير في كمية السيليلوز المنتجةيحدث اي
  

بأستخدام Acetobacter xylinum AJ3  تأثير أضافة بعض المواد على كمية السيليلوز المنتجة من بكتريا: 3جدول
  اوساط الانتاج

 )لتر/ غم (% 0.2بعد اضافة الموادالى الاوساط بتركيزة كمية السيليلوز المنتج
  اوساط الانتاج

 قبل نتجةكمية السيليلوز الم
  اضافة المواد الى الاوساط

  الجينات الصوديوم CMC  راالاك  )لتر/ غم (
HS –medium  1.58  3.80  3.00  1.53 

 2.32 4.20  4.95 2.23  المعاملالمولاس غير 

 6.77 8.20 9.00 6.80  بالحامض والحرارةالمعامل المولاس 

بالمستخلص الخام المعامل المولاس 
 8.78 10.20 10.55 8.80  تيزلانزيم الانفر
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PRODUCTION OF CELLULOSE FROM MOLASSES BY   

Acetobacter xylinum AJ3 BACTERIA 
 

E. I. Alshamary 
 

ABSTRACT 
 Bacterial cellulose (BC)  was  produced from molasses using local isolated 
of  Acetobacter xylinum AJ3. The yield of the Bacterial cellulose produced from 
molasses was higher than that using glucose as a sole carbon source in HS – 
medium . The yield of BC produced from molasses hydrolysate was higher than 
that of raw molasses, and the amount (BC) produced from molasses hydrolysate 
by crude invertase enzyme was higher than that using molasses hydrolysate by 
acid. The amount of BC was1.52, 2.20, 6.82 and 8.50 g\ l  in HS – medium, raw 
molasses, molasses hydrolysate by acid, molasses hydrolysate by crude invertase 
enzyme, respectively and the biomass reached a maximum value of 3, 3.5,5.0 and 
5.5 g\ l, respectively. Mean while, the yield of the cellulose was increased added 
with agar and carboxy methyl cellulose in 0.2% to the production medium.   
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