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  2006، ) 1(العدد 4: نبار للعلوم الزراعیة ، المجلد مجلة الا 
  

نتاج لإ Aspergillus nigerمع الفطر ST1-Gluconobacterبادئاللقاح الاستعمال

  التمورمخلفات حامض الاوكزالیك من عصیر 

  

  *حمدي عبد الجلیل الحدیثيو**العسافيدهام علي عبد ا، *عمر محمد حسن العجیلي

  جامعة الانبار/العلوم كلیة* 
  جامعة الانبار/كلیة الزراعة ** 

  

  الخلاصة

تقنیة الدوارق المهزوزة وبوساطة باستعمال مخلفات التمورأجري هذا البحث لإنتاج حامض الاوكزالیك من عصیر 

ر بیئیة مختلفة المنتجة للأحماض من مصاد، إذ تضمن هذا البحث عزل الأحیاء المجهریةوفطریةعزلات محلیة بكتیریة

،ر العزلة الأكفأ في إنتاج حامض الاوكزالیكا، واختی، والهواء، میاه المجاري، الألبانشملت التربةفي مدینة الرمادي

مخلفات التمور لقاحاً بادئاً مع العزلة عصیرالمتحصل علیها من .Gluconobacter sppواستعمال العزلة

Aspergillus nigerلزیادة الإنتاج.  

تجاوز لات التي عز ت الاختیر وقد ، في كفاءتها لإنتاج الأحماضتباینت،عزلة منتجة للأحماض32ل على صِ حُ 

في إنتاج حامض منهاعزلات9، نجحت عزلة22على وسط الاختبار والبالغةملیمتراً 15قطر منطقة الحامض لها 

2.10بأعلى إنتاج من الحامض بلغ   A. nigerالعزلة ا من بینهتفوقت و ،)الدبس(من وسط عصیر التمر الاوكزالیك

إنتاجیة - المستعمل مصدراً كربونیاً - ، بینما أعطى عصیر مخلفات التموروبفارق معنوي عن باقي العزلاتلتر\غم 

  .لتر\غم15.35ت بلغعالیة من حامض الاوكزالیك

لقاحاً امعنویاً عند استعمالهیادة إنتاج الحامضقدرتها على ز Gluconobacterالعائدة للجنسST1عزلةأظهرت

  .لتر\غم 7.98لتر مقارنة بالسیطرة التي بلغ الإنتاج فیها \غم 15.74، إذ أعطت إنتاجا من الحامض بلغ بادئاً 
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Abstract
This research has been carried out to produce Oxalic acid from Date Mail Syrup by 

shaken flask technique using local bacterial and fungal isolate. It was included isolation of 
acid-producing microorganisms from different environmental sources in Ramadi including 
soil, sewage, diary products and air. Among these isolates,  the  best one has been  chosen to 
produce Oxalic acid. The isolate of Gluconobacter - ST1, w hich has been isolated from 
from Date was used with  Aspergillus niger  as Initial Inoculum to increase the acid 
produced.
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  البحث مستل من رسالة ماجستیر للباحث الاول

Thirty-two  acid producing isolates has been obtained with  variable ability to produce 
acids.Twenty-two isolates has been chosen as they produced an acid zone on test medium 
that exeeded15 mm diameter.Nine of them succeeded in producing for Oxalic acid from 
Date juice. The highest productivity was achieved by A. niger with  significant differences 
with other isolates. 

Date Mail Syrup ,when used as carbonc source give a high productivity of oxalic acid 
which was 15.35 g / l . 

The isolate of ST1 , which has been proved to belong to the Genus Gluconobacter.  
Showed an ability to increase acid production when using it as initial inoculum. It a chived 
15.74 g / l of oxalic acid comparing  with the control  7.98 g / l .

  

  المقدمة

، وذلك لقدرة المختلفةعمالات ج العدید من المواد ذات الاستالأنظمة الحیویة ومنها الأنظمة المیكروبیة لإنتااستعملت

تعد تنمیة الكائنات المجهریة على المواد الأولیة و ،هذه الأنظمة على القیام بمجموعة كبیرة من التفاعلات الكیموحیویة

، ولتزاید الطلب على رخیصة الثمن خطوة هامة باتجاه الاستفادة من تلك المصادر في إنتاج مركبات ذات قیمة اقتصادیة

المنتجات الحیویة كونها الأكثر أمانا صار توفیر هذه المنتجات أمراً ضروریاً مع إن العدید من المواد ومنها حامض 

  .)1(الطرق الكیماویة إنتاجها مقتصراً على الاوكزالیك ما زال

كبیرة من تراكم كمیاتإن، مرتفعةالفطریات أهم الأنظمة المیكروبیة التي تنتج حامض الاوكزالیك بكمیاتتشكل

جعل بالإمكان  Aspergillus ،Mucor،Penicilliumخصوصاً الأجناسالاوكزالات بوساطة الفطریات الناقصة

  .)2(في التخمرات الصناعیة لإنتاج حامض الاوكزالیك هااستعمال

بكتریا ) Hamel et.al)3، إذ استعملمن جانب آخر كان للبكتریا دور في إنتاج حامض الاوكزالیك

Pseudomonas fluorescensبكتریایمكن استعمال ،المتحملة للألمنیوم في إنتاج حامض الاوكزالیكBacillus

licheniformis 4(المتحملة للمعادن بشكل ناجح في إنتاج حامض الاوكزالیك (.  

، بالإضافة إلى نوع ف وتوافر المصادر وكلفتها، باختلااستعملت أوساط غذائیة مختلفة في إنتاج حامض الاوكزالیك

وباستخدام A. nigerشرش الحلیب لإنتاج حامض الاوكزالیك بوساطة العفن   ، فقد استعملوطبیعة العزلة المستعملة

غم لكل لتر من 41.4لتراً، فوجد أن أعلى إنتاجیة للحامض بلغت 25تقنیة الدوارق المهزوزة ومخمر مختبري سعة 

مقارنة بین أجریت فیما.)5(دقیقة \دورة400م وسرعة رج قدرها ◌ْ 30وفي حرارة 6عند الرقم الهیدروجیني الشرش 

، الـذرة ومخلفـات مصانـع الجعّة لإنتاج حامض الاوكزالیككوالح، ، المولاسأوساط مختلفة تضمنت وسط السكروز

ولم یكن مولاس القصب ملائماً لإنتاج حامض الاوكزالیك . )6(أن وسط السكروز هو الأفضل في إنتاج الحامض ووجد

قد أعطت كفاءة إنتاج عالیة من حامض الاوكزالیك بلغت A. nigerإضافة الخلات إلى أوساط الفطر بینما . )1(

  .)7(على أساس الخلات المستهلكة % 97

العراق والتي ما تزال رغم بعض الدراسات تعد التمور ومخلفات مصانعها من المصادر الأولیة الرخیصة والمتوفرة في 

إلى إنتاج حامض الاوكزالیك وذلك من خلال استعمال هدفت هذه الدراسةفقدلذا ، بعیدة عن الاستغلال الصناعي

عصیر التمر أو مخلفاته واستعمال اللقاح البادئ لغرض تحول كمیة من المصدر الكربوني إلى خلات لزیادة إنتاج 
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  .حامضالعزلات محلیة ذات كفاءة عالیة في إنتاج بالإضافة إلى الحصول علىحامض الاوكزالیك 

  طرائق العمل

.Aحصـل علـى عزلـة  niger عزلـة منتجــة 32المنتجـة لحـامض الاوكزالیـك مـن عملیــة العـزل و الغربلـة التـي أفـرزت

عینــات 10ینــة تربــة وع20عینــة جمعــت مــن منــاطق مختلفــة فــي مدینــة الرمــادي  توزعــت بـیـن45للأحمــاض عزلــت مــن 

أجـــواءعینـــات مـــن الهـــواء فـــي6الطـــائف الأهلـــي وألبـــان معمـــلل)الشـــرش(مخلفـــات الاجبـــان عینـــات 9میـــاه مجــاـري و

م  ْ 28حضّـن بدرجـة حـرارة وال، ح وسـط الجلوكـوز الببتـون الصـلب بطریقـة صـبّ الأطبـاقیلقّ بتوذلك ،كلیة العلوماتمختبر 

واعتمـد . )8(كونة لهالة صفراء على الخلفیة الزرقاء للطبـق علـى إنتـاج الحـامضرات الممستعمالنمو ودلساعة، 48لمدة 

 .Aعزلـة  فـي انتخـاب بعملیـة التخمـرمن عصـیر التمـر في إنتاج حامض الاوكزالیكة العزلاتكفاءقطر الهالة المتكونة و 

niger9(، التي شخصت اعتماداً على المفاتیح التصنیفیة الواردة في(.  

مـن A. nigerالتـي اسـتعملت لقاحـاً بادئـاً فـي إنتـاج الحـامض مـع .Gluconobacter sppا حصـل علـى عزلـة فیمـ

، مخلفات معامل الدبس وذلك من خـلال عـزل الأحیـاء المجهریـة النامیـة فـي عصـیر المخلفـات علـى وسـط الاكـار المغـذي

شُخِّصــت عزلــة و .إلــى زیـاـدة إنتــاج الحــامضA.nigerوأجریــت الغربلــة مــن خــلال انتخــاب العزلــة التــي أدى اســتعمالها مــع 

Gluconobacter spp.10(لزیادة الإنتاج اعتماداً على اً بادئلقاحاً المستعملة       . (  

وأعیــد النقیـع عصــربعـدها سـاعة  24التمــور بالمـاء المقطـر لمــدةوذلـك بنقــع مخلفـاتمخلفــات التمـورعصیـرحضّـر 

  ) .1(والموضحة مواصفاته في جدول ،رائقلحین الحصول على محلوله حیرشّ ت

  

  بعض مكونات وسط عصیر مخلفات التمور المستعمل في الدراسة) 1(جدول 

  مخلفات التمورعصیر  عصیر التمر  المكونات

  2.75  66.66  %السكر      

  PPM  840.00  73.00النتروجین  

  PPM  720.00  60.00الفسفور     

  5.70  4.50  الرقم الهیدروجیني

  

) الدبس(ولدراسة إمكانیة استعمال مخلفات التمور في إنتاج حامض الاوكزالیك، حضرت أوساط من عصیر التمر 

غم لكل لتر من الوسط2.5غم وفوسفات الصودیوم 0.5، نترات الأمونیوم غم20بتركیز سكرمخلفات التمور وعصیر

، عقّمت الدوارق وضبط الرقم الهیدروجیني دورقلكل3سم50وبمقدار 3سم250في دوارق سعة طاوسالأت، وزّع

دقیقة وبعد \دورة450م وسرعة رج  ْ 30، وحضّنت بدرجة حرارة 3سم\سبور106× 5، ثم لقّحت بحوالي 6.0على 

لت النتائجساعة48مدة حضن    .) 11(، أجریت التحالیل ثم سُجِّ

ر أوساط یّ حضات التمور في زیادة إنتاج الحامض وذلك بتفیما تمت دراسة دور العزلات المتحصل علیها من مخلف

قسّمت إلى ثلاث مجامیع ثم وزِّعت في دوارق وعقّمت، و ، لتر\غم 20بتركیز سكر مخلفات التمورالتمر و من عصیر 

105× 2، فیما لقّحت باقي الدوارق بحوالي فقطA. niger، إذ لقّحت بالعزلة عدّت إحدى المجموعات معاملة سیطرة

مدة ، وبعد م ْ 28رارة ـوحضّنت بدرجة حالمتحصل علیهما من مخلفات التمورST2و ST1من العزلتین 3سم\خلیة

غم فوسفات الصودیوم وعقّمت ثم ضبط 2.5غم نترات الأمونیوم و0.5لهاأضیفو ، سحبت الدوارقساعة48حضن 
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، وحضّنت بدرجة A. nigerمن لقاح العزلة3سم\سبور106× 5، ثم لقّحت بحوالي 6.0الرقم الهیدروجیني على 

  .)11(، أجریت التحالیل ثم سُجّلت النتائجساعة48دقیقة وبعد مدة حضن\دورة 450م وسرعة رج  ْ 30حرارة 

  التحالیل الكیمیائیة والقیاسات

.)12(یك قُدِّرت السكریات الكلیة أو المتبقیة بإتباع طریقة الفینول وحامض الكبریت- *

.)13(حسب ما ورد فيقُدِّر حامض الاوكزالیك المنتج - *

  .)14(كما ورد فيتم تعیین الوزن الجاف للكتلة الحیة للفطر- *

.)15(الواردة فيقدر النتروجین الكلي بإتباع طریقة كلدال - *

.)16(في الواردة طریقة حامض الاسكوربیك الكلي بإتباعقدر الفسفور - *

:حُسِبت كفاءات التحویل والاستهلاك والنمو لكل لتر من الوسط وفق المعادلات الآتیة- *

  100× ) وزن السكر الكلي\وزن الكتلة الحیویة الجافة = (كفاءة النمو 

  100× ) وزن السكر الكلي\وزن السكر المستهلك = (كفاءة الاستهلاك للمصدر الكربوني 

  100×) وزن السكر الكلي\كمیة الحامض المنتجة = (كفاءة التحویل إلى الحامض 

  .)17(بالاعتماد علىوأُجریت التحالیل الإحصائیة CRDالتصمیم العشوائي الكامل استعمل- *

  

  النتائج والمناقشة

  اختیار العزلات المنتجة للأحماض

9، إذ تـراوح قطـر منطقـة الحـامض ماـ بـین فـي قابلیتهـا الإنتاجیـةتباینتعزلة 32بلغ عدد العزلات المنتجة للأحماض

مـن %50، بینماـ كانـت ملـم15واطئة وبقطر اقل مـن من العزلات تنتج الأحماض بكفاءة%31، ولوحظ أنملم45و 

زلات العــنسـبـةبلغــتفــي حــین ،ملــم30- 15العــزلات تنـتـج الأحمــاض بكفــاءة متوســطة، إذ تــراوح قطــر المنطقــة لهـاـ مــن 

  .)1(شكلممل45بلغ قطرA. nigerملیمتراً فأكثر، وحققت عزلة30، إذ بلغ قطر المنطقة %19الكفوءة

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  توزیع العزلات حسب كفاءتها في إنتاج الأحماض) 1(كلش
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  انتخاب أكفأ عزلة منتجة لحامض الاوكزالیك بعملیة التخمر

\غـم 2.10إلـى 0.29بـین ، تراوحـتةمتفاوتـبكمیـاتامض الاوكزالیـكحأنتجت عزلات9أن ) 2(الجدولمن یظهر

، عزلـة فـي إنتـاج الحـامض13فیمـا فشـلت ، لتـر\غـم 2.10بلغـت معنویـةبأعلى إنتاجیة A. niger، وتمیزت عزلةلتر

قطــر (اءة عالیــةكانــت تعــود إلــى فئــة العــزلات المنتجــة للأحمــاض بكفــالعالیــةنتاجیــة ذات الإویلاحــظ أن العــزلات الخمــس 

ویعـزى هـذا الاخـتلاف فـي إنتـاج حـامض الاوكزالیـك مـن قبـل العـزلات المختلفـة إلـى الاخـتلاف ،)ملم30الهالة أكثر من 

  .)7(في خصائصها الفسلجیة وفعالیاتها الایضیة 

  تأثیر عصیر مخلفات التمور في إنتاج الحامض

إنتاجیـة عالیـة إذ أعطـى، A. nigerحـامض بوسـاطة عزلـة الج لإنتـاكربونیـاً مخلفـات التمـور مصـدراً عصیر استعمل 

، اقتـرن مـع اسـتهلاك مصـدر الكربـون بكفـاءة %76.75لتـر وبكفـاءة تحویـل \غـم 15.35بلغـت من حـامض الاوكزالیـك، 

اـ بلغـــت كفـــاءة نمـــو الكتلـــة الجافـــة 100% مـــن المصـــدر الكربـــوني تحـــول إلـــى غـــاز ثـــاني %8.60، وان%14.65، فیمــ

، بلغــت كمیــة اقــل مــن حــامض الاوكزالیــك) الــدبس(فیمـاـ أعطــى عصــیر التمــر ،د الكربــون ومنتجــات ایضـیـة أخــرىأوكســی

  .%39.10لتر وبكفاءة تحویل \غم 7.82

  

  إنتاج حامض الاوكزالیك بوساطة العزلات المنتخبة المنماة على عصیر التمر)2(جدول

  رمز العزلة
pH  

  النهائي

  الاوكزالات

  لتر\غم 

لتحویلااءة كف

%  
  رمز العزلة

pH  

  النهائي

  الاوكزالات

  لتر\غم 
  %كفاءة التحویل

SA13.62  0.00  0.00  SS14  3.00  0.36  1.80  

SA2  3.13  0.00  0.00  SS15  2.48  1.73  8.65  

SA3  2.34  2.10  10.50  SW1  3.15  0.29  1.45  

SS1  2.85  0.42  2.10  SW2  3.60  0.00  0.00  

SS2  3.40  0.00  0.00  SW4  2.98  0.00  0.00  

SS3  2.59  1.58  7.90  SW5  2.67  1.48  7.40  

SS6  3.32  0.00  0.00  SW6  3.43  0.00  0.00  

SS9  2.96  0.00  0.00  SY1  3.09  0.00  0.00  

SS11  2.61  0.55  2.75  SY4  2.86  0.00  0.00  

SS12  2.87  0.00  0.00  SY5  2.54  0.00  0.00  

SS13  2.53  1.62  8.10  SY63.21  0.00  0.00  

    LSD P 0.05 Oxalic acid = 0.27, pH = .46                                               

  

.Gluconobacter sppمواصفات عزلة 

مسـتعمراتها النامیـة علـى الوسـط المغـذي الصـلب مستـدیرة الشـكل، وبـدتعصیات متطاولة ساـلبة لملـون غـرام، وجد إنها 

، ســاـلبة ، مذیبـــة للهـــلام، هوائیـــة إجباریـــة، غیـــر متحركـــةابـــیض إلـــى رمـــادي، مرتفعـــة وذات لـــونذات حافـــات ملســـاء

لتؤكسد الایثـانول إلـى حـامض الخلیـك، كماـ 4.5، وتنمو في الرقم الهیدروجیني ، تنتج الحامض من الجلوكوزللاوكسیدیز

همیـة اقتصاـدیة فـي إنتـاج وهـي ذات أGluconobacter oxydansاأهـم أنواعهـومـن. أنها لا تستهلك الخلات واللبنـات

  .)10(حامض الخلیك 

  

  

  دور اللقاح البادئ في إنتاج الحامض   
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وبفــاـرق ، تـــأثیراً كبیـــراً علـــى زیــاـدة إنتـــاج حـــامض الاوكزالیـــكST1أن للعزلـــة) 3(النتـــائج الموضـــحة فـــي الجـــدولتبــیـن

مـــن وســـطي جیـــة حـــامض الاوكزالیـــكفـــي زیــاـدة إنتاST1، إذ تســـببت العزلـــة ومعاملـــة الســـیطرةST2معنـــوي عـــن العزلـــة 

، فیمـــا لـــم تظهـــر العزلـــة علـــى التـــوالي% 78.70و % 77.25وبكفـــاءة تحویـــلعصـــیر التمـــر وعصـــیر مخلفـــات التمـــور

ST2كماـ كــان للعـزلتین تـأثیراًُ◌ واضــحاًُ◌ فـي المؤشــرات تـأثیراً معنویـاً عــن معاملـة السـیطرة فــي إنتـاج حــامض الاوكزالیـك ،

، بلغـت أعلـى زیاـدة أدت العزلتان إلى زیادة معنویة للرقم الهیـدروجیني للمزرعـة عـن معاملـة السـیطرةالمزرعیة الأخرى ، إذ

، فیمـاـ تســببت العزلتـاـن فــي انخفــاض معنــوي فــي 3.42، إذ وصــل الــرقم الهیــدروجیني إلــى ST1لهــا عنــد اســتعمال العزلــة 

ومنهاـ حـامض الخلیـك الـذي یتأكسـد ،للأحماض العضویةاإنتاجهإلى یعزىST1، أن تأثیر العزلة الكتلة الحیویة الجافة

، وان التغیـرات الحاصلـة فـي مكونـات الوسـط بفعـل إلـى حـامض الاوكزالیـكA. nigerعزلة الفطر بصورة مباشرة من قبل

، أهمهـا حــامض السـتـریك الــذي ینـتج ســویة مــع حــامض تســبب فــي تثبــیط إنتـاج الأحمــاض العضــویة الأخــرىST1العزلـة 

  .كزالیكالاو 

قبـل اسـتعماله .Gluconobacter sppضـرورة تهیئـة الوسـط باسـتعمال اللقـاح الباـدئ مـن عزلـة إن هذه النتائج تؤكد 

  .A. nigerفي إنتاج الحامض بوساطة العزلة 
  

  على إنتاج حامض الاوكزالیكST2و  ST1تأثیر العزلتین ) 3(جدول

ط
س
لو

ا
  

  النهائيpH  المعاملة
  الكتلة الجافة

  لتر/غم 

  السكر المتبقي

  لتر/ غم 

  الحامض  المنتج     

  لتر/ غم 

  كفاءة التحویل

%  

مر
الت

ر 
صی

ع
  

  38.8  7.76  0.20  2.94  1.58  السیطرة

ST1  3.35  2.70  0.00  15.45  77.25  

ST2  2.88  2.46  0.24  8.63  43.15  

ور
تم

 ال
ت

فا
خل

م
  

  39.90  7.98  0.59  3.06  1.65  السیطرة

ST1  3.42  2.85  0.00  15.74  78.70  

ST2  2.57  2.63  0.38  7.69  38.45  

LSD P  2.48  0.06  0.19  0.87  للعزلات 0.05  
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