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  خصملال

    وهي للسليلوز ولأشباه السليلوزالمحللةتشخيص نوعين من البكتريا عزل وفي هذه الدراسة تم  

Clostridium cellulovoransو  Clostridium cellulolyticum الذي تم  الخشب المتحللعيناتمن 

  .الحصول عليه من مناطق مختلفة من مدينة الموصل

ول خلال ح الكوإنتاجالقدرة على تخمير خشب الزان C. cellulovorans   لبكترياأنت الدراسة أظهر 

 خلال  ساعة من بدء التحضين في حين جاء بالمرتبة الثانية كل من خشب الصندل، البندق واليوكالبتوس24

  . ساعة96 خلال الجوز والتنوب البلوط،  خشب الصنوبر،الأخيرة وجاء بالمرتبة  ساعة48

الصندل، البندق و  ،الزان الكحول من خشب أنتجت C. cellulolyticumكما بينت الدراسة ان بكتريا  

 البلوط، الجوز واليوكالبتوس  ساعة من التحضين وجاء بالمرتبة الثانية الاخشاب الصنوبر،24التنوب خلال 

  . ساعة من التحضين48بعد 

  

  .التنوب، خشب الزان، الكحول ،وزوأشباه السليل، Clostridium  :الكلمات الدالة

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

In this study we isolated and identified two species of bacteria degrading cellulose and 
semicellulose; C. cellulovorans and C. cellulolyticum of decaying wood samples, which 
were obtained from different parts of Mosul city. 

The study showed that C. cellulovorans had the ability to ferment Lithocarpus sp.and 
produce ethanol within 24 hours from the start of incubation, and came in second place each 
of Santalum sp., Betula sp. and Eucalyptus sp.  within 48 hours and finally came Pinus sp., 
Quercus sp., Populus sp. and Spruce sp. within 96 hours. 

The study also demonstrated that the bacteria C. cellulolyticum produced ethanol from 
Lithocarpus sp., Santalum sp., Betula sp. and Spruce sp. within 24 hours of incubation and 
came in second place Pinus sp., Quercus sp., Populus sp. and Eucalyptus sp. after 48 hours 
of incubation. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  مقدمةال

وهي  اللاهوائية النمو والسالبة لصبغة كرام الأنواع من Clostridium cellulovoransتعد بكتريا 

عصوية الشكل غير متحركة والمكونة للابواغ، وتكون الأبواغ مركزية أو تحت نهائية الموقع ولها قدرة على 

الخارج  cellulase لأنزيم إنتاجها عبر ساعة) 48( الزرعية الحاويه عليه خلال الأوساطتحليل السليلوز في 

 ;cellulosome) Shoseyovo and Doi, 1990خلوي وهذا الانزيم يتكون من بروتينات مختلفة تسمى 
Cavedonk and Canale,1990 ; Shoseyovo et al., 1990; Wood and Scorr,1988; Sleat et 

al.,1984(.  

، xylanتخمير الزايلان و  السليلوزاتوأشباه pectin  تحليل البكتين بقدرتها على هذه البكترياكما تمتاز

 ،لاكتوز sucroseسكروز  ،galactoseكالاكتوز  ،maltoseتوز ، مالglucose كلوكوز cellobiosسلوبايوز 

lactose و مانوز mannose وتنتج غازي H2 و CO2 مع اللاكتيت lactate الفورميت ،formate ،

 acetate) Doi and Kosugi, 2004; Sung et al., 2004; Doi et  والخليك butyrateالبيوتريت 

al.,1998(.  
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 لتحويل المكونات النباتية السليلوزية  الاحيائيةق التقنيةائستخدامها ضمن طرلاين وقد توجهت أنظار الباحث

 الأساس تضم تفاعل مجموعات انزيمية مع المواد لأنها مواد عضوية مذيبه ووقود وهذه العمليات معقدة إلى

  ).   Fierobe et al., 2002; Koichiro et al., 2002 ; Boisset et al., 1998(السليلوزية لتحليلها 

 Clostridium cellulolyticum  عديدة لها القدرة على تحليل السليلوز من بينها بكتريابكتيرية أنواعوهناك 

 بسوط قطبي مع متحركةالو  والمنحنية قليلا والموجبة لصبغة كرام العصويةمحبة للحرارة المعتدلةالوهي من 

ولها قدرة  السليلوزية  والأخشابمتحللة ل الحشائش ا، عزلت منامتلاكها أهداب محيطيه تساعدها في حركتها

 acetic –lactic fermentation بعملية تسمى  عليهالحاوية الزرعية الأوساط السليلوز في تخميرعلى 

الايثانول،  وتنتج كل من اللاكتيت، الخليك، فورميت، ،cellulosomeوباستخدام معقد من انزيمات خارجية 

نواشباه السليلوزات  السليلوزات من الخشب وتخمرها أشباه، كما تحطم يد الكاربونالهيدروجين وثاني اوكس

 Giallo et al.,1983; Gowen( الارابينوز، الفركتوز، الكالاكتوز، المانوز والرايبوز تضم كل من الزايلوز،

et al., 2010; Wendy et al., 2011 (تعد هي فوبذلك تية هذه البكتريا القدرة على تحليل المخلفات النبال، و

 القدرة على انتاج الوقود الحيوي الايثانول الذي زاد الاهتمام في تخليقه بالطرق ذاتمن المنظفات البيئية 

  ) Desvaux et al., 2001 (إنتاجهالاحيائية مع ايجاد البكتريا الملائمة في 

لمجهرية كالبكتريا والفطريات  من الكائنات اأنواعاستخدمت أخشاب النباتات كمادة أساسية لتنمو عليها 

ارجية، والخشب مادة عضوية مسامية لها القدرة على امتصاص خوالخمائر وتحللها باستخدام انزيماتها ال

مكونات بنسب و  بشكل اساسي من سليلوز وأشباه السليلوزات ولكنين  خشب النباتاتالرطوبة ويتكون

  )1(وكما موضح بالجدول ، مختلفة

  

   الخشب لانواع مختلفة من النباتات مكونات:1جدول ال

  
  % اللكنين  % اشباه السليلوز  % السليلوز  نوع الخشب

 Pinus sp.  31.4 48.9  19.7 صنوبر -1

  Lithocarpus sp.  33.1  52  14.9زان  -2

  Quercus sp.  33.3  47.5  19.2 بلوط -3

 Santalum sp. 34.3 50.3 15.4 صندل -4

 Populus sp.  34 49.3 16.7 جوز -5

 Betula sp.  33.3 51.8 14.9بندق  -6

 Eucalyptus sp.  34.3 50.3 15.4 يوكالبتوس -7

 Spruce sp.  40.7 31.6 27.7 تنوب -8

 )Diaz-vaz et al., 2009 ; Klemn et al., 2005 ; Roger, 1984 ; Vian et al., 1983(  
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 أنواع السليلوز من وأشباه محلله للسليلوز  عزل سلالات بكتيرية محليهإمكانية إلىتهدف الدراسة الحالية 

 منتخبة من أنواع تخمير السليلوزات واشباه السليلوزات في على المتحلله ودراسة قدرتها الأخشابمختلفة من 

  .الكحول الاثيلي بعض إنتاج في وإمكانيتها الأخشاب

   

  المواد وطرائق العمل

  :جمع العينات-1

للة من منطقة غابات مدينة الموصل قرب نهر دجلة ومن جمعت عينات من قطع الأخشاب المتح

غرام من أجزاء قطع الخشب المتحللة ووضعت في أنابيب ) 1(وزن مقدار ، )1(، الصورة  مختلفةمواقع

 2انج/باوند15 وضغط  °م 121 بدرجة حرارة موصدةوالمعقمة بال) 3 سم5(زجاجية وتحوي المرق المغذي 

  . دقيقة15لمدة 

  

  

  

  

  

   عينات من الخشب المتحلل:1 الصورة

  :بكترياتشخيص ال -2

كورة في ذ المتحللة المالأخشاب من أنابيب المرق المغذي المزروعة من عينات قطع أخذ حملت لوب

  : التالية الصلبة الزرعيةالأوساط وزرعت عميقا في) 1(الفقرة 

  :تاليةويتكون من المواد ال Clostridium cellulovorans medium ) أ (  وسط-أ
1.00 g K2HPO4 x 3 H2O  
1.00 g  NH4Cl  
0.50 g  KCl  
0.50 g  MgSO4 x 7 H2O  
0.15 g  Cysteine-HCl x H2O  
0.50 g  Trypticase peptone  
0.50 g Yeast extract  
5.00 g Cellobiose   
1.00 g Na2CO3  
0.15 g Na2S x 9 H2O  

1.00 ml Trace element solution* 
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الزرعي على ، ثم وزع الوسط 7.0 عند pHوضبطت قيمة الـ  ماء مقطر، 3سم1000  إلىحجم ثم أكمل ال

وضغط  م° 121 وعقم الوسط بالموصدة على درجة 3 سم100 بواقع  زجاجية بغطاء معدني مقفلقنانٍ

  . دقيقة15 لمدة 2انج/باوند15

  أدناه كما موضح *Trace element solution محلول المعادن الضئيلة حضر
10.00 ml HCl (25%; 7.7 M)  

1.50 g  FeCl2 x 4 H2O   
70.00 mg  ZnCl2   

100.00 mg  MnCl2 x 4 H2O   
6.00 mg  H3BO3   

190.00 mg  CoCl2 x 6 H2O   
2.00 mg CuCl2 x 2 H2O  

24.00 mg NiCl2 x 6 H2O   
36.00 mg Na2MoO4 x 2 H2O  

990.00 ml Distilled water  
  : ويتكون من المواد التاليةClostridium cellulolyticum medium) ب( وسط -ب 

1.300 g (NH4)2SO4   
1.500 g  KH2PO4   
2.900 g  K2HPO4 x 3 H2O   
0.200 g  MgCl2 x 6 H2O   
0.075 g  CaCl2 x 2 H2O   

1.250 mg  FeSO4 x 7 H2O   
2.000 g Yeast extract   
6.000 g Cellobiose  
0.500 g Cysteine-HCl x H2O  
1.00 ml Trace element solution 

  

الزرعي على ، ثم وزع الوسط 7.0 ند عpHوضبطت قيمة الـ  ماء مقطر، 3سم1000  إلىثم أكمل الحجم 

م ° 121 وعقم الوسط بالموصدة على درجة 3 سم100 في قناني بواقع قناني زجاجية بغطاء معدني مقفل

  . دقيقة15لمدة  2انج/باوند 15وضغط 

             .)أ( كما موضح في الفقرة السابقة Trace element solution محلول المعادن الضئيلة حضر

)Hungate,1969(  

 Clostridium  بكترياشخيص لتالكيمياحيوية الاختباراتالأوساط الزرعية المستخدمة في  -ج

cellulovoransبكتريا  و Clostridium cellulolyticum:     

  Lipase test medium انزيم الليبيز  وسط إختبار–

، ثم 7.4 على pH من زيت الذرة، ضبطت قيمة  3 سم1 إليه وأضيف من وسط الاكار المغذي 3 سم50حضر 

   دقيقة 15 لمدة 2انج/باوند15وضغط  م° 121عقم الوسط بالموصدة على درجة 

)Prescott et al.,1996.(  
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   Gelatin liquefaction test medium وسط اختبار تميع الجيلاتين –

 3 سم15 ووزع على قناني زجاجية بواقع Difco المجهز من قبل شركة Nutrient gelatin حضر وسط 

  . دقيقة15 لمدة 2انج/باوند15 وضغط  م° 121وعقم بالموصدة على درجة 

  Stormy fermentation test medium وسط اختبار التخمر العاصف –

 أنابيب على 3 سم15 ووزع بواقع Difco والمجهز من قبل شركة Milk Mediumحضر وسط الحليب 

  . دقيقة15 لمدة 2انج/باوند 15وضغط  م° 121اختبار ثم عقم بالموصدة على درجة 

   Carbohydrate fermentation medium وسط تخمر الكاربوهيدرات –

المكون من ما ببتون  من وسط الكشف عن تخمر الكاربوهيدرات والمكون من وسط ماء ال3 سم950حضر 

  :يلي 

   غمPeptone 10ببتون  

   غم5  كلوريد الصوديوم

  

 وعقم الوسط بالموصدة على درجة 7.5 على pH لتر ماء مقطر ومعقم وضبطت قيمة الـ إلى الحجم أكمل

 والدليل 0.02% تركيز Phenol Red الأحمر من دليل الفينول 3 سم50 إليه وأضيف،  دقيقة15م لمدة ° 121

  : كما يلي حضر

 3 سم2  0.01هيدروكسيد الصوديوم عيارية 

   غم0.2  صبغة الفينول الاحمر

  

، ثم اضيف حجم مساوٍ من الماء 0.04% ماء مقطر، فحصلنا على تركيز الدليل 3 سم250 إلى الحجم أكمل

 pH السكر المطلوب تحت الاختبار ثم ضبطت قيمة أضيف ،0.02%المقطر فحصلنا على تركيز الدليل 

 درهام بصورة مقلوبة أنابيب مل مع وضع 15، ووزع الوسط على قناني زجاجية بواقع 7.2لوسط على ا

 Cruickshank et al., 1975; Sleat et( 2انج/باوند15 وضغط   دقائق5لجمع الغاز، وعقمت بالموصدة لمدة 

al., 1984 (.  

  : النباتيةالأخشابتحضير مستخلصات  -3

 اليوكالبتوس، الجوز، البندق، الصندل، البلوط، الزان، الصنوبر، ( الرطبأنواع من الخشب) 8 (اختيرت

  :  وأستخلص المحتوى المركز منها وكما يلي المحلية، الأسواقوتم الحصول عليها من ) التنوب

 ماء مقطر ومعقم ثم سحقت بجهاز 3سم 100 ا اليهوأضيف  كل من النباتات السابقة غم من)10(وزن مقدار 

Homogenizer  نوعPhilips معقمة زجاجيةورشح المحلول واخذ الراشح ووضع في حاوية .  
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ثم ) م° 4 -(جمعت الحاويات المعقمة والمحتوية على مستخلصات النباتات السابقة الذكر ووضعت بالتجميد 

وبهذا تم الحصول على مسحوق ناعم  Emertنوع  Lyophilizer المستخلصات بجهاز التجفيد بالتجميد دتجف

  .)1993السلطان، ( النباتات المذكورة سابقاً من

  :للأخشاب المحللة أختبار نمو البكتريا -4 

الثمانيـة   الأنواع بأحد)  أ ، ب-2( المذكورين في الفقرة )أ و ب( في وسطي Cellobiose أستبدل الـ 

لبكتريا كمـصدر    ا ستستخدمه التي   وذلك لتحديد المصدر الكاربوهيدراتي   ) 3(المذكور في الفقرة    من الخشب   

  .)Adsul et al., 2007( للطاقة

  

  : المذيبات العضويةإنتاجالكشف عن  -5

  ة  المذكورة في الفقرحيويةابالبكتريا المشخصة بالطرق الكيمي) أ و ب(لقحت قناني الوسط الزرعي 

 3سم5   ساعة، ثم أضيف48-72 وتحت الظروف اللاهوائية لمدة ° م35وحضنت على درجة حرارة  )ج ،2(

 وعد تكون  المزيج سخن  ذلك من حامض الكبريتيك المركز، بعد3سم1من محلول دايكرومات البوتاسيوم مع 

  .)Cruickshank et al., 1975( في الوسط على وجود الكحول خضر دليلاالأاللون 
  

  المناقشة النتائج و

   مقارنة مع بكترياC. cellulovorans لبكتريا الكيمياحيويةالاختبارات ) 2(الجدول  يوضح

C. cellulolyticum 2( الصورة  مثل تفاعلها مع صبغة كرام التشخيصيةبعض الصفاتفي  حيث اختلفتا(.  

وتعد هذه الـصفات مهمـة فـي        ) الزايلوز و سليبايوز  (ا في قدرتيهما على تخمير السكريات       كما اختلفت 

، كما يعـد التخمـر العاصـف صـفه     C. cellulolyticumعن بكتريا  C. cellulovoransتشخيص بكتريا 

، فضلا عن ذلـك تعـد بـاقي         الأخرى البكتيرية الأجناستشخيصية يمتاز به جنس الكلوستريديوم عن باقي        

 .C  وC. cellulovorans   التشخيصية مهمة في تحديد مواصفات كل مـن بكتريـا  لكيمياحيويةختبارات االا

cellulolyticum.  

    

  

  

        

  
                     A                                                          B  

  )B (C. cellulolyticum والبكتريا ) C. cellulovorans) A بكتريا :2الصورة 

  512×384، وقياس تكبير بالبكسل X 1000تحت قوة تكبير مجهرية              
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            نتائج تكون الكحول في الوسط الزرعي بواسطة الفعالية التخميرية لبكتريا ) 3(يبين الجدول و 

C. cellulovorans  الوسط ظ من الجدول ان منتخبة من الخشب المضافة للوسط، ونلاحأنواعلمكونات 

ساعة من بدء التحضين وجاء 24 نتج بعد  الكحول حيث أإنتاج في الأفضلكان  خشب الزان المضاف اليه

 الأوساط أن التجربة أثبتت خشب الصندل، البندق واليوكالبتوس في حين  الوسط المضاف اليهبالمرتبة الثانية

 الكحول إنتاجملائمة في ال غير الأوساطب هي من الجوز والتنو البلوط،  خشب الصنوبر،المضاف اليها

 ساعة من بدء التجربة، وقد تكون الفعاليه الانزيمية التي تمتلكها بكتريا 96لطول مدة التخمير التي وصلت 

C. cellulovorans  السليلوزات ضمن فترات زمنية مختلفة من وأشباههي السبب في تحليل السليلوز 

 من المادة الكاربوهايدراتية، وهذا يطابق ما أشار اليه الأخشابفي نسب محتويات  تباين إلى إضافةالتحضين 

  ).Murashim et al., 2003 ; Matano et al., 1994(ن والباحث

 الاوساط  على انتاج الكحول من الانواع المختلفة منC. cellulolyticumقدرة بكتريا ) 4(ويوضح الجدول  

الصندل، البندق و   خشب الزان، الوسط الحاوي نلاحظ من الجدول ان، حيث مختلفةاخشابعلى  الحاوية

 ساعة 48 ساعة، في حين تم انتاجه خلال 24التنوب هم الافضل في قدرة البكتريا على انتاج الكحول خلال 

البلوط، الجوز واليوكالبتوس وقد يعود السبب الى قدرة هذه البكتريا على تحليل السليلوز عبر  من الصنوبر،

، وجميع الاخشاب المنتخبة غنية بالسليلوز فضلا عن التباين cellulosomeنتاجها مركبات انزيمية معقدة من ا

  وهذا ما أشار اليه الباحثين في دراساتهم) 1(في نسب اشباه السليلوزات وكما ذكر في الجدول 

) Mohand-Oussaid et al., 1999 ; Mitikka et al.,1995(  
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  C. cellulolyticum  وC. cellulovoransالاختبارات البايوكيميائية لبكتريا : 2 الجدول

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  C. cellulovorans الكحول لبكتريا  انتاج :3جدول ال
  ساعة 96 بعد  ساعة 72 بعد  ساعة48  بعد  ساعة24  بعد  الأخشابأنواع 

  +  -  -  -  صنوبر-1

  ++++  +++  ++  +  زان-2

  +  -  -  -  بلوط -3

  +++  ++  +  -  صندل-4

  +  -  -  -   جوز -5

  +++  ++  +  - بندق -6

  +++  ++  +  -  يوكالبتوس-7

  +  -  -  -  تنوب -8

   استمرار التخمر الكحولي++++) ،+++، (++، بدء التخمر الكحولي (+) 

 C. cellulovorans C. cellulolyticum  الاختبارات البايوكيميائية

  -  +  زايلوز

  +  +  كلوكوز

  +  +  ارابينوز

  +  +  رامينوز

  +  +  فركتوز

  +  +  كالاكتوز

  +  +  مالتوز

  -  -  رايبوز

  -  -  ماليبايوز

  -  -  زايتوزملي

  +  -  سليبايوز

  +  +  لاكتوز

  -  -  كليسرول

  +  +  نشا

  +  +  تميع الجيلاتين

  +  +  تخمر عاصف

  +  -  صبغة كرام

  +  +  انتاج الغاز
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  C. cellulolyticum الكحول لبكتريا انتاج :4جدول ال
  ساعة 96 بعد  ساعة72  بعد  ساعة 48 بعد  ساعة24  بعد  الأخشابأنواع 

  +++  ++  +  -  صنوبر-1

  ++++  +++  ++  +  زان-2

  +++  ++  +  -  بلوط -3

  ++++  +++  ++  +  صندل-4

  +++  ++  +  -  جوز -5

  ++++  +++  ++  + بندق -6

  +++  ++  +  - يوكالبتوس -7

  ++++  +++  ++  +  تنوب -8
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