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محاضرات التقنية الحيوية المرحلة الرابعة قسم علوم الاغذية

مدرس المادة طارق نواف خليل

المختبر الحادي عشر:  إأنتاج الأنزيمات وتقدير فعاليتها:

الأنزيماات هي عبارة عن مواد بروتينية لها وظائف متخصصيية إذ تعتييبر كعوامييل مسيياعدة للتفيياعلات الأنزيمييية
حيث أن عند دخول الأنزيماات في التفاعل فأأنها تخرج ميين التفاعييل كمييا دخلييت دون أن تتييأثر وهييذا ليه دور فييي
إمكاأنية تكرار استخدام أنفس الأنزيم في عدة تفياعلات , وفيي الفييترة الخيييرة زاد الطلييب علييى الأنزيمياات أنتيجية
لهميتها من الناحية الصييناعية حيييث تييدخل فييي العديييد ميين الصييناعاات الغذائييية مثييل صييناعة الاجبييان وترويييق
العصائر وكذلك تستخدم بعضها كعوامل تطرية للحوم وتضاف إلى الفواكه لتسهيل استخلاص العصير منها وفييي
مجال التقنية الحيوية مثل صناعة السكرياات وإأنتاج شراب الذرة ومستحضراات يمكن أن تستخدم في زيادة القيميية
الغذائية لبعض البقولياات كما يمكن أن يستخدم في الصناعاات الطبييية كمستحضيير يعطييى للشييخااص الييذي لييديهم
حساسية من تناول بعض المواد مثل حساسية اللكتوز والكلوتين إذ يضاف مستحضيير اللكييتيز والكلييوتينيز كمييا

تستخدم كمستحضراات مضادة لللتهاباات ومساعدة للهضم وغيرها في كثير من الصناعاات.

وان , ة مثيل الحيياء المجهريية والنبياات والحي ن مصييادر مختلف يمكن إأنتاج الأنزيماات عليى النطيياق التجياري م
لل عيين وتفضل مصادر الحياء المجهرية على المصادر الخرى وذلك لأنه تركيز الأنزيماات في النباات قليل فض
ارتباطها بالموسم والظروف الجوية , أما في الحيواأناات فتكون الأنزيماات عبارة عن منتجاات ثاأنوييية فييي صييناعة
اللحوم وكمياتها قليلة , أما في الحياء المجهرية فيمكن تجاوز كييل تلييك العقبيياات وذلييك بإمكاأنييية تهيئيية الظييروف
ن إمكاأنيية لل ع الملئمة لنمو الكائن ألمجهري وإمكاأنية التحكيم فيي الوسيط الغيذائي والظيروف المحيطية بيه فضي
لل عيين أنقيياوة الأنزيميياات التحصييل عليهييا إاجراء عملية التطفير والتلعب بالمادة الوراثية لزيادة إأنتاج الأنزيم فض

من الحياء المجهرية.

تقسم الأنزيماات إلى عدة أقسام من بين تلك التقسيماات هيي تقسييمها حسيب أنيوع الأنزيييم إليى أأنزيمياات أساسييية (
essential enzymes) وأأنزيماات مستحثة ( Inducers enzymes.(

دم واجيود- الأنزيماات الساسية: وهي الأنزيماات التي تنتج من قبل الكائن ألمجهري فييي حالية واجيود أو ع
المادة التي يعمل عليها الأنزيم.

الأنزيماات المستحثة: وهي الأنزيماات التي تنتج فقط عند واجود المادة التي يعمل عليها الأنزيم في الوسط-
الغذائي , إذ تقوم الحياء المجهرية بإأنتاج تلك الأنزيماات عندما تحتاج إلى تحليل بعض المركبيياات المعقييدة (الييتي
يعمل عليها الأنزيم) في الوسط الغذائي لستخدامه في تغذيتها والتي لتتمكن من استعمالها عندما تكون في حالتها

الصلية (المعقدة).

       والتقسيم الخر تقسيييم الأنزيميياات هييو حسييب مكييان إأنتيياج الأنزيييم ميين الخلييية وتقسييم إلييى أأنزيميياات داخييل
خليوية وأأنزيماات خارج خليوية.

الأنزيم الداخل خليوي: وهي الأنزيماات الييتي تييؤدي عملهييا داخييل خلييية الكييائن ألمجهييري أي اأنييه المييادة-
الخاضعة يمكن أن تدخل إلى داخل خلية الكائن ألمجهري لكي تكون على تماس مع الأنزيم وعملية فصل الأنزيييم
يتطلب فصل الخليا عن مكوأناات الوسط (يؤخذ الراسب ويهمييل الراشييح) وتجييرى عملييية تكسييير لجييدار الخليييا

لغرض تحرير الأنزيم.

الأنزيم الخارج خليوي: وهي الأنزيماات التي تفرز من الكائن ألمجهييري إلييى الوسييط الغييذائي لكييي تقييوم-
بتحليل المادة الخاضعة المعقدة والتي ليمكن أن تدخل إلى خلية الكائن ألمجهري بحالتهييا الصييلية . وفصييل هييذه
الأنزيماات يتطلب فصل الخليا عن مكوأناات الوسط حيث يؤخذ الراشح ويهمييل الراسييب ثيم تجييرى عمليية فصيل

الأنزيم بالترسيب.



أانزيم الانيولينيز:-1

وهو من الأنزيماات المستحثة بواجود الأنيولين (الأنيولين: سكر متعدد متجاأنس يتكون من ارتباط عدة وحداات ميين
الفركتوز) وهو من الأنزيماات المحللة للأنيولين إلى فركتوز يمكن الحصول عليه ميين الحييياء المجهرييية ويتميييز
بصفاات فيزيائية وحيويية مميييزة تشييجع اسييتخدامه فييي العديييد مين الصيناعاات الغذائيية والصييدلأنية مثييل دراجيية

الحرارة المثلى لعمله تكون مرتفعة أنسبيلا والثباات الحراري ومقاومته للظروف الحامضية أنسبيلا.

 A. nigerطريقة العمل لانتاج الانيولينيز من العفن 

تحضير معلق سبوراات العفن-

تحضير وسط إأنتاج الأنزيم-

 غييم اأنيييولين أنقييي أو أي مييادة تحتييوي فييي تركبهييا علييى10توزن المكوأناات التالية وتذاب في لييتر ميياء مقطيير ( 
0،1 غييم كبريتيياات المغنيسيييوم ، 0،5 غم مسييتخلص خميييرة ، 2 غم ببتون ، 5الأنيولين مثل التفاح الرضي ، 

كاربوأناات الكالسيوم )

 عHCL 0,1 أو NaoH باستخدام 5,8يعدل الس الهيدرواجيني للوسط إلى -

التعقيم بجهاز الوتوكليف.-

% ثم يحضن في حاضيينة هييزازة بدراجيية حييرارة1عملية الأنتاج: يضاف اللقاح إلى وسط الأنتاج بنسبة -
م◦ لمدة ثلثة أيام.28

الكشف عن إأنتاج الأنزيم (تقدير الفعالية): بعد اأنتهاء عملية التحضين يجب أن تجرى عملية الكشييف عيين-
الأنتييياج وذليييك بتقيييدير الفعاليييية الأنزيميييية فيييي  السيييائل الناتيييج مييين عمليييية التخمييير باسيييتخدام كاشيييف

Dinitrosalicylic acid 3,5 (DNS 3,5).

فصل الأنزيم: بعد اأنتهاء عملية التحضين والتأكد من إأنتاج الأنزيم تتم عملية فصل الأنزيييم يتييم قبييل ذلييك-
معرفة أنوع الأنزيم هل هو خارج خليوي أم داخل خليوي لكي يتم تصميم عملية الفصييل (يمكيين معرفيية ذلييك ميين
خلل تقدير الفعالية الأنزيمية في الراسب والراشح لتحديد موقع الأنزيم) بما اأنه الأنيولينيز هو خارج خليوي فتتم
عملية فصييل الأنزيييم بإحيدى طييرق الترشيييح يؤخيذ الراشيح ويهميل الراسيب ، ثييم تجييرى عمليية فصيل الأنزيييم

بالترسيب.

ترسيب الأنزيم: يتم ترسيب الأنزيم باستعمال محلول كبريتاات الموأنيوم أو السيتون المبرد وذلك بمييزج-
 (مرسييب:راشييح) ويييترك المزيييج فييي1:1,5حجم معين من الراشح مع حجم معين من المحلول المرسب بنسييبة 
 دقيقيية) ثييم يؤخييذ15 دورة/دقيقية/لمييدة 4000حمام ثلجي لمدة سيياعة واحييدة ثييم تجييرى عملييية طييرد مركييزي (

الراسب ويهمل الراشح.

)Acetate bufferيذاب الراسب (البروتين) أو (الأنزيم) بكمية معينة ميين محلييول منظييم الخلات (-
 ليكون اجاهز للستخدام.pH 4,5ذاات 

أانزيم الكلوكواميليز:-2

وكذلك يسمى أأنزيم امايلوكلوكوسيديز وهو من الأنزيماات المستحثة بواجود النشأ إذ يعمل هذا الأنزيم على تحويييل
النشأ إلى كلوكوز مباشرلة عن طريق فصل وحداات الكلوكوز من النهاية غير المختزلة لجزيئة النشأ.



تعمالA. nigerيمكن الحصول على هذا الأنزيم من بعض العفييان خاصيية  ورة باس زارع المغم ة الم  بطريق
–ي 10وسط غذائي يحتوي على أنسبة  % مواد أنشوية والتي تزود الكيائن ألمجهييري ببعيض متطلبياات النميو20 

بالضافة إلى استعمال مواد أخرى لدعم أنمو الكائن ألمجهري بالعناصر الغذائية الضرورية.

 بطريقة المزارع المغمورة:A. nigerعملية إأنتاج أأنزيم كلوكواميليز من عفن 

تحضير لقاح معلق السبوراات-

تحضير الوسط الغذائي: توزن المكوأناات التالية وتذاب في لتر ماء مقطر-

غم كبريتاات المغنيسيوم )0,5غم مستخلص خميرة , 2 غم ببتون , 5 غم أنشأ , 10( 

 ثم يعقم بالوتوكليف ويبرد4,5 الوسط إلى pHيعدل -

يلقح الوسط بمعلق سبوراات العفن.-

 أيام مع الرج في حاضنة هزازة.7 – 5م◦ لمدة 30يحضن بدراجة حرارة -

DNS 3,5بعد اأنتهاء التحضين تقدر الفعالية الأنزيمية باستخدام كاشف -

ثم تجرى عملية فصل الأنزيم بإتباع الطريقة ذاتها في فصل أأنزيم الأنيولينيز.-

تقدير الفعالية الانزيمية:

تعتبر عملية تقدير الفعالية الأنزيمية من الخطواات الرئيسية والساسية في عملية إأنتاج واسييتخدام الأنزيميياات لأنييه
من خلل اختبار الفعالية الأنزيمية يمكن الحكم على دراجة أنشاط الأنزيم وأنقيياوته والكشييف عيين كميتييه ميين خلل
حساب عدد الوحداات الأنزيمية الداخلة في التفاعل من خلل حساب كمية الناتييج ، وتختلييف طييرق تقيدير الفعاليية
الأنزيمية باختلف الأنزيماات حيث هناك طريقة خاصة لتقدير الفعالية لكل مجموعة من مجاميع الأنزيماات وذلك

حسب أنوع الأنزيم والتفاعل الذي يشارك فيه.

)Dinitrosalicylic acid 3,5(تركيب الكاشف  

بالنسبة لقياس الفعالية الأنزيمية لأنزيماات الأنيولينيز والكلوكواميلز واللذان ينسبان إلى مجموعة أأنزيميياات التحلييل
)Hydrolysisوهي إحدى مجاميع الأنزيماات إذ يقومان بتحليل الأنيولين والنشييأ علييى التييوالي ميين اجزيئيياات (

معقدة غير مختزلة إلى سكرياات مختزلة أحادية وهما الفركتوز والكلوكوز على التوالي ، تقاس الفعالية الأنزيمييية
 تعتمد عملية قياس الفعاليةDinitrosalicylic acid 3,5 (DNS 3,5)لهذه الأنزيماات باستخدام كاشف 

الأنزيمية على قياس كمية السييكرياات المختزليية الناتجيية ميين تحليييل المييواد الخاضييعة المعقييدة والييتي تتفاعييل مييع
الكاشف ليكون الناتج مركب معقد ذاات لون احمر داكن شدته تتناسب طرديييلا مييع تركيييز السييكر المخييتزل الناتييج
واليييذي يعتيييبر أنتيجييية لميييدى أنشييياط وفعاليييية الأنزييييم ، يقييياس تركييييز هيييذا الليييون بجهييياز المطيييياف (

Spectrophotometer 540) على طول مواجي nmز ى تركي ة إل راءة الناتج ل الق  ، ليتم بعدها تحوي
السكر الناتج من خلل المقارأنة مع قراءاات تعبير قياسي للسكر المطليوب والمحضيير بيتراكيز معلومية واليتي تيم

قياسها بنفس الجهاز والطول المواجي.                                            

)Bآلية حصول التفاعل (



 

الصورة التالية توضح زيادة دراجة اللون مع زيادة تركيز السكرياات المختزلة في العينة بسبب زييادة تفاعلهييا ميع
DNSالكاشف 



 محاضرات التقنية الحيوية العملي

                                                                                                                          المرحلة الرابعة / قسم علوم الأغذية                                                  

 مدرس المادة / طارق نواف خليل

 
 Single cell proteinإنتاج بروتين أحادي الخلية                                

 

انتاج بروتين احادي الخلية يمكن ان يطلق عليه انتاج الكتلة الحيوية وهي عبارة عن مصطلح عام يشمل انتاج خلايا الأحياء 
والتي تتميز بارتفاع محتواها البروتيني فضلا عن احتوائها على نسب متباينة من المكونات الغذائية الاخرى مثل المجهرية الجافة 

الكاربوهيدرات والفيتامينات والمعادن وغيرها والتي يتم إكثار خلاياها في عملية الإنتاج وتستخدم لغرض سد النقص الحاصل في 
قة الحيوان أو استخدام بعض أنواعها في تغذية الإنسان مثل الطحالب والأعفان والخمائر البروتين الغذائي أما بإضافتها إلى علي

والعرهون والبكتريا ، ويتم إنتاجه بتنمية الكائن ألمجهري على مصادر رخيصة مثل عصير التمر أو مخلفات مصانع الورق، ويوجد 
من  لي على الهيدروكاربونات حيث إنها متوفرة بنقاوة عالية مما يسهاتجاه جديد لإنتاج البروتين أحادي الخلية بتنمية الكائن ألمجهر

عملية استخلاص المنتوج وخلوه من الشوائب وفي حالة بقاء جزءاً منها في الوسط يسهل استخلاصه بالتبخير والتقطير واستخدامها 
و  Candida utilisللكاربون مثل خميرة مرة أخرى ، فهناك بعض الأحياء المجهرية لها القدرة على استخدام الميثانول كمصدر 

C. lipolytic  وكذلك مركبات هيدروكاربونية أخرى مثل البارافين وذلك باستخدام بكترياMethylophillus  وكذلك خميرةS. 

cerevisia  
خلال الطور اللوغارتمي ان عملية انتاج بروتين احادي الخلية هي عملية انتاج مواد ايض اولية والتي تتضمن عملية انقسام الخلايا 

 والتي تحتاج الى ظروف تهوية عالية.
 

 مواصفات الاحياء المجهرية التي تستخدم في انتاج بروتين احادي الخلية:
 تكون ذات معدل نمو مرتفع اي لها وقت جيل قصير -

 امكانية استخدامها للاوساط الغذائية البسيطة -

 تكون غير مرضية ولاتنتج سموم -

  RNAميائي ملائم من حيث ارتفاع محتواها البروتيني وانخفاض محتوى الاحماض النووية يكون تركيبها الكي -

 

 اسباب الاتجاه الى انتاج بروتين احادي الخلية :
 
تدعيم الاغذية الفقيرة بالبروتين والتعويض عن تدعيم الاغذية ببعض المواد المدعمة النباتية بسبب تذبذب انتاجها وارتباطها  -

 بالموسمية 

مميزات اقتصادية من خلال انخفاض كلفة انتاجها واستخدام اوساط غذائية رخيصة في الانتاج والتخلص منها كمواد ملوثة  له -
 للبيئة.

 

 العملية الانتاجية :
 اختيار الكائن المجهري الملائم لعملية الانتاج -

 تحديد الوسط الغذائي الملائم وطريقة التنمية -

 فيه تنمية الكائن المجهري في الوسط الغذائي( اختيار المخمر )الجهاز الذي يتم -

والذي يجب ان يكون ملائم للعملية الانتاجية والتي تكون هوائية اي يجب ان يحتوي المخمر على زعانف تقوم بتقليب الوسط 
 الغذائي او تكون عملية التقليب من خلال ادخال هواء من اسفل المخمر.

 
 المجهرية المستخدمة في الانتاج( :انواع بروتين احادي الخلية )الاحياء 

البروتين البكتيري ) البكتريا (: تستعمل البكتريا في عملية الانتاج بصورة واسعة بسبب ارتفاع معدل نموها وامكانية استعمالها  -
اه من ( ولكن يحد من استخدامها في الانتاج ارتفاع محتو%65 – 60اوساط غذائية متعددة  وارتفاع محتواها من البروتين )

والذي يسبب ارتفاع نسبة حامض اليوريك في الانسان , ويجب الاهتمام بالتعقيم لان البكتريا تنمو  RNAالاحماض النووية 
 متعادل مما يسمح بنمو الاحياء المجهرية المرضية. pHفي 

( الخمائر يكون معدل نموها ابطأ من البكتريا وتكون نسبة Candidaو  Saccharomycesبروتين الخمائر: ومن انواعها ) -
مما يحد من عملية التلوث ولها القدرة على  pH 3.5 – 5% من ميزات الفطريات انها تنمو في 45 – 30البروتين فيها 

 استخدام مدى واسع من المصادر الكاربونية.

( وبهذا المدى الواسع 3-8) pHر وتنمو على مدى واسع من ال بروتين الاعفان: معدل نمو الاعفان ابطأ من البكتريا والخمائ -
 ممكن التعرض الى عامل التلوث بسبب امكانية نمو احياء مجهرية مرضية اما نسبة البروتين فتكون اقل من البكتريا والخمائر.

 



يمكن تنميتها في ( وهي تقوم بعملية التركيب الضوئي وScenedesmusو  Spirulingبروتين الطحالب: ومن انواعها ) -
البرك وهي الطريقة الشائعة ولكن مشكلة التلوث والتأثر بالظروف المناخية تعد من المشاكل التي تواجه عملية الانتاج وكذلك 

 %.40البروتين في الطحالب تصل الى ممكن تنميتها باستخدام الاوساط الغذائية كمية 

 
 

 العوامل المؤثرة على عملية الانتاج:

الكاربوني: يفضل استخدام الكاربوهيدرات ومشتقاتها مثل السكريات البسيطة والحرة )الكلوكوز , كالاكتوز , المصدر  -
سكروز( وغيرها بالمقارنة مع استخدام مصادر كاربونية معقدة مرتبطة مثل السليلوز والتي تحتاج الى معاملات اولية قبل 

ة على مدار السنة والمصادر الكاربونية الاخرى تشمل الهيدروكاربونات استخدامها كأوساط غذائية والتي تتميز بانها متوفر
والميثانول والايثانول )الذي يتميز بسهولة ذوبانه في الماء وبعيد عن مخاطر الانفجار( وفضلات الصناعات الكيمياوية ولكن 

 يجب الاهتمام بالناحية الاقتصادية.

ضوية مثل اليوريا وحامض اليوريك والنيتروجين والبروتين وفضلات المصدر النيتروجيني: وتقسم الى نوعين مصادر ع -
معامل اللحوم اما المصادر النيتروجينية اللاعضوية مثل الامونيا واملاحها وتفضل المصادر النيتروجينية سهلة الاستهلاك 

داخلها ولاتشجع تجمع الدهون  )كاربون : نيتروجين( لانها تشجع نمو الخلايا وانتاج البروتين   1:10ويفضل استخدام نسبة 
ومشتقاتها وتفضل المصادر النيتروجينية اللاعضوية مثل الامونيا واملاحها بالمقارنة مع المصادر النيتروجينية العضوية 
والتي ترتفع فيها نسبة حامض اليوريك خاصة في انتاج البروتين للاستهلاك البشري بسبب عدم امتلاك الانسان للانزيم 

 امض اليوريك بعكس الحيوانات.المؤكسد لح

( تكون هذه الظروف مختلفة حسب ºم55-37( ودرجة الحرارة للبكتريا )7.5-6: )للبكتريا pHدرجة الحرارة والتهوية والـ  -
الكائن المجهري المستخدم في الانتاج اما الاوكسجين فيكون مهم جدا في عملية انتاج الكتلة الحيوية لانها تحتاج الى عملية 

 خلال الانقسام.  اكسدة

 
 

 المواد الاولية المستخدمة في عملية الانتاج:
ومن سلبياتها )تحتاج  الالكانات: تتميز بأنها )متوفرة واسعارها مناسبة وامكانية استخدامها من قبل عدد من الاحياء المجهرية( -

احتمالية وجود بعض المواد المسرطنة. الى عمليات تنقية كثير اثناء الاستخلاص بسبب تكون نكهة النفط في المنتوج وكذلك 
 ومن الامثلة على الالكانات )الميثان( : 

الميثان: ويتميز بسهولة التنقية والاستخلاص لانه مادة غازية, ومن سلبياته يحتاج الى عمليات تهوية شديدة للوصول الى اكسدة  -
 تامة من قبل الاحياء المجهرية وكذلك خطورة مزج الميثان مع الاوكسجين

 

 بسبب تعرضه للانفجار ممايستلزم استخدام اوعية خاصة , وكذلك من سلبياته انه قليل الذوبان في الماء. 

الكحولات: الميثان يمكن تحويله الى ميثانول والذي يكون بدوره قابل للذوبان في الماء ويحتاج الى كميات اقل من الاوكسجين  -
 نسبياً.ومعدلات اقل من التبريد ولكن اسعاره مرتفعة 

الكاربوهيدرات: وتشمل بعض المخلفات النباتية والتي تحتوي على نسبة عالية من المواد القابلة للتخمر لكن بعض هذه  -
المخلفات الزراعية والتي تحتوي على السليلوز تحتاج الى معاملات خاصة قبل استخدامها في عملية التخمر وذلك لتداخل 

 رى مما يعيق عملية التخمر وهذه المعاملات قد تكون انزيمية او كيميائية السكريات مع المكونات الخشبية الاخ

من المصادر الكاربوهيدراتية المستخدمة )الشرش( وهو السائل المتخلف من صناعة الجبن والذي يتميز بارتفاع محتواه من  -
 كتوز.سكر اللاكتوز ولكن يعاب على استخدامه هو محدودية الاحياء المجهرية التي تحلل اللا

 من المصادر الكاربوهيدراتية )النشأ( هوسكر متعدد متجانس يتكون من ارتباط عدة وحدات من الكلوكوز.  -

) ملاحظة: من الممكن استخدام بادئ مختلط من الاحياء المجهرية الأول يقوم بعملية التحلل وتكسير الجزيئات المعقدة الى  -
 عملية الانتاج.ابسط والثاني يقوم بعملية الاستهلاك ويدخل في 

 

 :في إنتاج بروتين أحاديات الخلية Candida utilisطريقة العمل لاستخدام خميرة  
 مل 250مل من الوسط الغذائي التالي في دورق سعة  100يوضع  -1

- 5g\L مصدر سكري 
- L\2g 4)HPO4(NH 

- 2g\L مستخلص خميرة 

- 5g\L ببتون 

- L\2g 4PO2KH 

- L\O 1g2.7H4MgSO 

 ويعقم بجهاز الاوتوكليف 4.5على  pHلتر واحد من الماء المقطر ثم يضبط التذاب هذه المكونات في 
 % ايثانول للدورق1.5تحت ظروف التعقيم يضاف  -2



 أيام 3الدقيقة ولمدة /دورة 150في الحضان الهزاز على سرعة  ◦م30يلقح الدورق بالخميرة وتحضن على درجة حرارة  -3

 الوزن الجافترشح المزرعة خلال ورقة ترشيح وتجفف ويحسب  -4

 
 



              محاضرات التقنية الحيوية العملي

                                                                                                                                 علوم الأغذيةقسم  المرحلة الرابعة            

 مدرس المادة : طارق نواف خليل

 

 
   

 تأثير المصدر الكاربوني على إنتاج الكتلة الحيوية ومنتجاتها:  
                        

يعد عنصر الكاربون من من العناصر الأساسية لنمو الكائن ألمجهري إذ يؤدي عملاً مزدوجاً في الخلية حيث يستخدم 
% من الوزن 50حيث تصل نسبته إلى  في عمليات بناء الخلية وإنتاج المركبات التي تنتجها الكائنات المجهرية

الجاف للخلية كما يعد عنصر طاقة مهم لنمو الكائن ألمجهري لذلك يعتبر احد العناصر الأساسية ضمن تركيب الوسط 
الغذائي ويجب أن يستخدم المصدر الكاربوني بنسب محددة ضمن تركيب الوسط الغذائي وهذه النسبة مرتبطة بنوع 

م ونوع المنتج المطلوب إذ قد يؤدي ارتفاع النسبة إلى تأثير كبحي على عمل الكائن الكائن ألمجهري المستخد
 وتقسم الأحياء المجهرية إلى عدة أقسام اعتماداً على نوعية المصادر الكاربونية التي تستخدمها إلى: .ألمجهري

 
اج تلك الأحياء إلى طاقة لغرض أحياء ذاتية التغذية وهي الأحياء التي يمكنها تثبيت ثاني اوكسيد الكاربون وتحت -

 الب القادرة على البناء الضوئي.التثبيت وتشمل الطح
الصبغات المتعلقة بالتثبيت  ككائنات غير ذاتية التغذية وهي التي تستخدم الكاربون العضوي فقط ولا تمتل -

بتدائية وبعض الطحالب الضوئي أو أنظمة تثبيت ثاني اوكسيد الكاربون وتتمثل بالخلايا الحيوانية والفطريات الا
 قادرة على نوعي التغذية تسمى بمختلطة التغذية. مجهرية وهناك أحياء ومعظم البكتريا.

تختلف الأحياء المجهرية في مدى ونوعيات مصادر الكاربون التي تستطيع استهلاكها فالخلايا الحيوانية والنباتية 
قارنة مع الأحياء المجهرية والتي تستخدم العديد من تستطيع استهلاك عدد محدد من المصادر الكاربونية بالم

المصادر الكاربونية خلال عمليات الإنتاج المختلفة في التقنية الحيوية ومن مختلف الأحياء المجهرية. يضاف مصدر 
 الكاربون إلى الوسط الغذائي بشكلين:

 
 بإضافة مواد نقية تشمل: -أ

كونها غير ذائبة بالماء  C8 – C18الهيدروكاربونات والتي يجب أن يكون عدد ذرات الكاربون في تركيبها  -
بعكس المركبات ذات عدد ذرات الكاربون الأقل من ذلك وذلك لتأثيرها السمي على الخلية كونها تذوب في الماء 

 وتعمل كمذيب لأغلفة الخلية وبروتيناتها. 
% فقط من تركيبه مواد قابلة 10زيت الغاز ممكن استعماله كمادة خاضعة ولكن يعاب على استخدامه انه   -

 للتخمر والجزء الباقي يجب استرجاعه من وسط التخمر.
السكريات الأحادية )الكلوكوز والفركتوز وغيرها( والسكريات الثنائية )السكروز والمالتوز وغيرها( والسكريات  -

تي تكون جزيئاتها كبيرة وغير ذائبة في الماء وقد تكون بشكل محاليل غروية ويجب تحضيرها بشكل المتعددة وال
 جيد قبل إضافتها للوسط الغذائي مثل النشأ وغيرها(.

مخلفات ويمكن  كالكحولات: تستخدم بشكل واسع كمصدر كاربوني وذلك لكونها متوفرة بنقاوة عالية ولا تتر -
تخمر متجانسة وذائبة في الماء , من أكثر الكحولات المستخدمة هي الايثانول إزالتها بسهولة من وسط ال

يتشابهان من حيث قابلية الذوبان في الماء ألا أن الايثانول مفضل في بعض الأحيان لان  نوالميثانول واللذا



ً عن د استخدام الكحول الميثانول أكثر تطايراً وأكثر سمية, ويجب الاهتمام باستخدام درجات حرارة واطئة نسبيا
 وذلك لسرعة تبخرها.

وهي عبارة عن نواتج عرضية لبعض الصناعات مثل الشرش و  : مواد طبيعية والتي تكون غير نقية  -ب
المولاس و نقيع الذرة والمستخلصات النباتية وغيرها والتي تعتبر مفضلة من الناحيتين الإنتاجية 

 يزات منها:والاقتصادية إذ يوفر استخدام تلك المواد عدة م
 مصدراً من مصادر تلوث البيئة واستخدامه في إنتاج منتجات مفيدة. االتخلص من تلك المواد باعتباره -
تحتوي على مواد ضرورية لنمو الكائن ألمجهري مثل الفيتامينات والأملاح المعدنية والنيتروجين بالإضافة إلى  -

 مصدر الكاربون
 سهولة الحصول عليها ورخص أسعارها. -

 ك المواد المستخدمة ضمن الأوساط الغذائية كمصادر للكاربون:من تل
هو الناتج العرضي لصناعة السكر وهو سائل كثيف ذو لون غامق يحتوي على نسبة عالية من السكروز  :المولاس

من  ولكنه فقير بالمواد النيتروجينية يعتبر وسط جيد للعديد من الأحياء المجهرية ولذلك يمكن استخدامه في العديد
الصناعات مثل خميرة الخبز والايثانول وبروتين أحادي الخلية وغيرها ولكنه يحتاج للعديد من التحضيرات قبل 

 والكثافة وغيرها. pHالاستخدام مثل التدعيم وتعديل ال
 

 ناتج عرضي لصناعة النشأ من الذرة الصفراء ويحتوي على كمية من السكريات المتعددة والبسيطة. نقيع الذرة:
عبارة عن السائل العرضي الناتج من صناعة الجبن بعد إزالة البروتين والدهن إذ يحتوي على لاكتوز بنسبة  الشرش:

70 %. 
 

هذه المواد تحتوي على طاقة تفوق الطاقة المخزونة في الكاربوهيدرات وإضافتها يؤدي  الزيوت النباتية والحيوانية:
ضافة إلى كونها مصادر كاربونية لكن يعاب على الدهون كونها صلبة أكثر من غرض كونها مواد مضادة للرغوة بالإ

ً لتحويلها إلى سائلة. من تلك الزيوت هي زيت فول الصويا والكتان وزيت  وتحتاج إلى درجات حرارة عالية نسبيا
 الزيتون.

 العوامل المؤثرة على اختيار المصدر الكاربوني:
 نوعية المادة المطلوب إنتاجها -
صدر الكاربوني على تحمل المعاملات الحرارية والتعقيم للوسط الغذائي وان لاتؤدي تلك المعاملات إلى قابلية الم -

 تحوير في تركيب الوسط.
 متوفر وغير مكلف من الناحية الاقتصادية. -

 
 Saccharomyces cerevisiaeتأثير المصدر الكاربوني على إنتاج الكتلة الحيوية لخميرة الخبز: 

 
 وطريقة العمل:المواد 

 تحضير مصادر كاربونية مختلفة مثل مالتوز , كلوكوز , فركتوز , شرش , سكروز  -
غم , فوسفات الصوديوم الحامضية 1غم , كبريتات الامونيوم 1تحضير وسط غذائي يتكون من : ) نترات الأمونيوم   -
غم + المصدر الكاربوني ( 1لص خميرة غم . مستخ1غم , كلوريد الصوديوم 2غم , فوسفات البوتاسيوم الحامضية 4

تذاب في لتر ماء مقطر , ملاحظة )تحضر أوساط غذائية بعدد المصادر الكاربونية المختلفة بتشابه جميع المكونات 
 ماعدا المصدر الكاربوني ويجب أن تثبت جميع الظروف المحيطة بالتجربة(.

 %(0,85مل محلول كلوريد الصوديوم  100غم خميرة إلى 2يحضر لقاح الكائن ألمجهري ) بإضافة   -
 مل لقاح الخميرة.1تلقح جميع الفلاسكات الحاوية على الوسط الغذائي المعقم ب   -
 
يجب أن يتلائم الكائن ألمجهري المستخدم مع تركيب الوسط الغذائي وذلك لعدم قدرة بعض الكائنات  ملاحظة: 

م قدرتها على إفراز الأنزيمات المحللة كما في حالة عدم استخدام المجهرية على النمو في بعض الأوساط الغذائية لعد
الغذائية الحاوية على الشرش لعدم امتلاكها أنزيم اللاكتيز بعكس خميرة  طمع الأوسا خميرة الخبز

Kluyveromyces .وفي حالة عدم توفر الخميرة الثانية تستخدم الأولى لكن يضاف معها أنزيم اللاكتيز 
 أيام في ظروف متشابهة. 5 – 3لمدة  ◦م30 – 25تحضن الدوارق بدرجة حرارة   -



بعد انتهاء عملية التحضين يتم تقدير الكتلة الحيوية الناتجة على أساس الوزن الجاف  ويلاحظ المصدر الكاربوني   -
 المفضل من قبل الكائن ألمجهري والذي أعطى أفضل إنتاجية.

 
 (تاثير المصدر الكاربوني على الانتاج ة التعبير عن نتائجالشكل التالي يوضح كيفي)
 

 

( يوضح تاثير المصدر الكاربوني على انتاج الانزيمات والذي يوضح افضلية الانيولين من قبل الكائن 1شكل )

 الفركتوز.المجهري بسبب انتاجه كميات اكبر من الانزيم باستخدام الانيولين واقل المصادر المفضلة هو 

 

 

 

 



 محاضرات التقنية الحيوية  /  العملي

مدرس المادة                                           المرحلة الرابعة / قسم علوم الأغذية               

 طارق نواف خليل /

 المختبر الرابع:         تخمرات حامض اللاكتيك:

 hydroxypropionic acid-2اسمه الكيميائي والعضوية الكاربوكسيلية حد الاحماض أهو حامض اللاكتيك : 

من قبل العالم  1780ويسمى أيضاً بحامض اللبنيك. تم اكتشافه عام  CHOHCOOH3CH وصيغته التركيبية 

 (.Yogurtفي اللبن الرائب ) Scheele السويدي

من إنتاج هذا الحامض عن طريق تخمر بعض الكاربوهيرات مثل السكروز  Fremyتمكن العالم  1839وفي عام 

واللاكتوز والنشا والدكسترين. وكان يعتقد في البداية أنه من مركبات الحليب الأصلية ولكن بعد اكتشاف عمليات 

المجهرية تبين أنه ينتج من تخمر سكر الحليب بوساطة الأحياء  1857التخمر من قبل العالم لويس باستور عام 

 الموجودة فيه.

تم إدراج هذا الحامض كماده مأمونة الاستعمال من الناحية الصحيه عند استعماله  كمادة مضافة إلى الغذاء 

Generally  Recognized  As Safe, GRAS)( من قبل منظمة الغذاء والدواء )Food and Drug 

Administration, FDAاربوكسيلية انتشاراً في الطبيعة.(. يعد هذا الحامض أكثر الأحماض الك 

يمكن انتاجه بالطريقة الكيميائية والحيوية والتي تكون مفضلة بسبب النقاوة العالية للمنتج, فضلا عن التلوث البيئي 

 .الناتج من عملية الانتاج الكيميائي للحامض كذك محدودية الموارد البتروكيميائية والتي تعد مواد اولية للانتاج

مستويات في نقاوة الحامض الناتج مثل حامض عالي النقاوة الذي يستخدم للاغراض الصيدلانية هناك عدة 

 والطبية والغذائية، وكذلك الناتج الاقل نقاوة الذي يحتوي على نسبة من الشوائب يستخدم للاغراض الصناعية.

مهمة ومنها إنتاج حامض اللاكتيك وقد ازداد استهلاكه مؤخراً بسبب دوره الكبير في إنتاج العديد من المواد ال 

القابل للتحلل الحيوي وهو مادة ذات استعمالات متعددة, وحاليا يتم إنتاج معظم حامض  (PLA)المتعدد )المكوثر( 

 .)باستخدام مزارع الاحياء المجهرية(اللاكتيك عن طريق عملية التخمر

بان والخضراوات وغيرها ويوجد في الانسجة يوجد حامض اللاكتيك في الطبيعة في الاغذية المتخمرة مثل الال

العضلية, ينتج الحامض من السكريات الموجودة في المادة الخاضعة مثل الكلوكوز وبتأثير بكتريا حامض 

 Lactobacillusو Lactobacillus bervisاللاكتيك, والتي تضم مجموعة من البكتريا العصوية مثل 

plantarum ل وكذلك بكتريا كروية الشكل مثLeuconostoc mesenteroides  

الية انتاج الحامض بتحول السكريات الموجودة في المادة الخاضعة بفعل الاحياء المجهرية الى حامض البايروفيك  

 Dو  Lويتحول الى حامض اللاكتيك ينتج الحامض بصيغتين  EMPوالذي بدوره يتحول ) يختزل ( خلال مسار 

( والتي lactatedehydrogenaseلى انتاج نوعين من الانزيمات المحللة )بسبب امكانية الاحياء المجهرية ع

 يمكن تنتج الحامض  وفق المعادلة التالية:

 

CH3COCOOH (pyruvic) + NADH → NAD + CH3CHOHCOOH (lactic acid) 

 

 صفات الحامض:  -

 عديم الحامض عامة وبصورة ( L  ,D) الضوئي النظير نوع على للحامض الفيزياوية الصفات تعتمد

 وهو الكلوروفورم في وب يذ ولا الايثر و والكحول بالماء للامتزاج قابل ثقيل سائل والرائحة، اللون

 قابلة أملاحه ،غالبية الأخرى كالأحماض المحلول من يتبلور لا ، التطاير قليل التفكك ضعيف حامض

 ة  للبلمر وقابل الماء في للذوبان

 



 
 

 لحامض اللاكتيك Dو  Lصيغة 

 

  استعمالات حامض اللاكتيك:

هناك أربعة مجالات رئيسية لاستعمالات حامض اللاكتيك هي الغذاء ومستحضرات التجميل والمستحضرات       

 % من الحامض المنتج في مجال التصنيع الغذائي35الصيدلانية والتطبيقات الكيميائية. يستعمل حوالي 

التطبيقات في الصناعات الطبية والدوائية إذ يدخل هذا الحامض في صناعة لحامض اللاكتيك العديد من 

وفي مواد تنظيف وترطيب البشرة إضافةً إلى تأثيره المضاد للمكروبات   (Cosmetics)مستحضرات التجميل

ء. يعود وفعاليته الملحوظه في تفتيح البشرة, ويرتبط تاثير الترطيب مباشرة بقدرة اللاكتات على الاحتفاظ بالما

سبب قدرة حامض اللاكتيك على المحافظة على البشرة إلى منع تكوين بعض المواد المسببة لاسمرار الجلد والتي 

في العديد من مستحضرات  (Ethyl lactate) تتخلق بصورة طبيعية في جسم الانسان. تستعمل لاكتات الأثيل 

د المعقدة الأخرى دون أي تأثير سمي, وبالنظر علاج حب الشباب لقدرته الجيدة في سحب الزيوت وبقع الموا

% فإن هذا الحامض يدخل في صناعة الأدوية الخاصة 98لامكانية توفير هذا الحامض بنقاوة عالية تصل إلى 

 بهشاشة العظام.

 

 :أنواع تخمرات حامض اللاكتيك

 التخمر البسيط:

إلى حامض لاكتيك بفعل بعض  تلسكرياحيث تتحول ا.. Homofermentation ويسمى أيضاً بالتخمر المتجانس

 Streptococciو   Lactobacilliأنواع البكتريا مثل 

 تخمر مختلط:

 وأحياناً الجليسرول وتقوم بهذا التخمر بكتريا 2CO و الايثانولينتج حامض اللاكتيك مختلطاً مع حامض الخليك و

.Escherichia coli ( وبعض أنواع البكتريا المعوية الأخرىEntericbacteria.) 

 

 :بعض طرق انتاج حامض اللاكتيك -

من الممكن الحصول على حامض اللاكتيك بتخمر اللهانة الطازجة حيث تتكون حموضة نتيجة لتكون حامض 

اللاكتيك من السكريات الطبيعية الموجودة في أوراق اللهانة بفعل الاحياء المجهرية )بكتريا حامض اللاكتيك( 

بيعة على أوراق اللهانة وهي التي تعطي النكهة الخاصة لمنتوج اللهانة المتخمرة. يضاف والموجودة بصورة ط

الملح الى اللهانة اثناء عملية التخمر المتخمرة لأنه يعمل على سحب عصارة أنسجة اللهانة إلى الخارج وتكوين 

 محلول ملحي سكري يشجع نمو بكتريا حامض اللاكتيك.

حلاوة من اللهانة الخضراء وبذلك يمكن أن تنتج حاض لاكتيك أكثر بسبب احتوائها  تعتبر اللهانة الحمراء أكثر

 على محتوى عالي من السكريات القابلة للتخمر بفعل الأحياء المجهرية.

 

 

 

 



 :لانتاج حامض اللاكتيك من اوراق اللهانة طريقة العمل

 نصفين ويزال الساقتغسل اللهانة وتزال الأوراق الخارجية ويقسم رأس اللهانة إلى  -

 غم من ملح الطعام 3غم منها ثم يوزن  100سم ويوزن  1تقطع الأوراق إلى قطع صغيرة بحجم  -

 تمزج اللهانة المفرومة مع الملح وتعبأ في قناني زجاجية مناسبة ويضاف لها كمية من الماء المعقم وتكبس -

 رج بعض من السائل إلى الأعلىتوضع قطعة خشبية أو زجاجية في الأعلى وتضغط اللهانة إلى أن يخ -

 لتتبع تطور نمو بكتريا حامض اللاكتيك pHتسحب كمية من السائل باستخدام ماصة ويقاس ال  -

 أسابيع 3تغطى الزجاجة أو قنينة الكبس بغطاء زجاجي أو ورق ألمنيوم وتخزن لمدة  -

 اسبوعياً لنلاحظ التالي: pHفحص الطعم والرائحة والقوام وال م تي -

، رائحة تخمرية ، )تلوث( لزجة بسبب دخول بكتريا محللة للسليلوز والنشأ والبروتين ، قوام لين ،  طعم حامضي

 أسبوعيا.  pH)تلوث( رائحة حارة ، )تلوث( طعم حار، انخفاض قراءة ال 

خذ قطرة من السائل المتخمر وقم بتحضير شريحة وافحصها تحت المجهر بطريقة التحضير الرطب وذلك  -

لى شريحة مع قطرة من صبغة ازرق المثيلين ثم نضع غطاء الشريحة وتفحص تحت المجهر بوضع قطرة ع

 .40Xبقوة تكبير 

 

وتنميتها على الاوساط  الاحياء المجهرية ك هي باستخدام مزارعالطريقة الاخرى لانتاج حامض اللاكتي -

 الغذائية:

يمكن انتاج حامض اللاكتيك باستخدام انواع مختلفة من الاحياء المجهرية ومن هذه الاحياء المجهرية الفطر 

Rhizopus Oryzae وكذلك يمكن  قة الوجبات وبظروف هوائية.يوبطر باستعمال طريقة المزارع المغمورة

على المولاس الناتج من  بتنميتها  Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricusاستخدام بكتريا 

مناسب لإنتاج  ري% وسط تخم 18و  12 زيبان المولاس بترك اتسانتائج الدرحيث اظهرت  صناعة السكر

 ريوغ ةينيتروجي( والمركبات الناتيلاحتوائه على نسبة مرتفعة من مادة التفاعل )السكر  الخام كيحامض اللاكت

الرايبوفلافين  مثل ايريلنمو البكت ةيوالأملاح الضرور ناتيتاميمن الف ديإضافة لاحتوائه على العد ةينيتروجيالن

ومركبات الفسفور العضوية واملاح الكالسيوم والمغنيسيوم والحديد والبايوتين وحامض البانتوثينك والنياسين 

ولكن يجب المحافظة على تركيز المولاس ضمن الحدود المسموح بها وعدم زيادة تركيزه وذلك لصعوبة 

 ريالتخم لزوجة الوسط وصعوبة قصر لون سائل ادةيبسبب ز ريمن وسط التخم كياستخلاص حامض اللاكت

 

 :بالمزارع المغمورة Rhizopus Oryzaeلانتاج حامض اللاكتيك باستخدام الفطر  مواد وطرق العمل -

لحامض , ويتم مزرعة الفطر المطلوب استخدامه حيث يتم استخدام سلالة منتخبة لها القدرة على انتاج ا -1

  PDAتنشيطها باستخدام وسط 

تحضير اللقاح : يتم استخدام الابواغ الفطرية في عملية الانتاج والتي يتم الحصول عليها بتنمية المزرعة  -2

المعقم وتتم عملية التحضين في درجة  PDAالاصلية في فلاسكات زجاجية تحتوي على وسط غذائي 

باضافة كمية ايام , بعد اكتمال عملية التحضين يتم عزل الابواغ  7م لمدة 30حاضنة بدرجة حرارة 

لاطلاق الابواغ الفطرية ثم الترشيح من مناسبة من الماء المقطر المعقم الى الدورق مع التحريك بعناية 

عقيمهم مسبقاً , ليتم بعدها حساب عدد الابواغ الناتجة باستخدام خلال القطن الموضوع في قمع والذي تم ت

 , يتم حفظ الابواغ في الماء المعقم بالتبريد لحين الاستخدام. Hemocytometerشريحة زجاجية تسمى 

 (Hemocytometer)شكل توضيحي لشريحة 

                                   



 ج والذي يتكون من المكونات التالية :تحضير الوسط الغذائي الخاص بالانتا -3

 

 ( pH  =7التركيز ) غم / لتر ماء مقطر  المادة

 15 كلوكوز

O2.7H4MgSO 0.025 

3NO4NH 0.05 

4PO2KH 0.03 

O2.5H4ZnSO 0.004 

CaCO3 5 

 

مل لكل دورق ثم تعقم بجهاز الاوتوكليف بحرارة  100مل وبواقع  250يوزع الوسط الغذائي في دوارق سعة 

دقيقة. بعد انتهاء التعقيم وتبريد الوسط الغذائي يتم تلقيحه باللقاح الخاص بالانتاج ) الابواغ (  15م لمدة 121

 .م لمدة اسبوع30بوغ / مل ويحضن في حاضنة بدرجة حرارة  6 10وبواقع 

 

 الكشف عن حامض اللاكتيك الناتج: -4

 Whattmanيتم فصل الكتلة الحيوية ) الرواسب واجزاء الخلايا ( بطريقة الترشيح باستخدام ورق ترشيح نوع 

 وتتم عملية التسحيح كمايلي:, ثم يؤخذ الراشح وتقدر حموضته بطريقة التسحيح وتحتسب كحامض لاكتيك  1رقم 

ثم التسحيح مع قاعدة  %1تركيزه  مل راشح المزرعة يضاق له عدة قطرات من دليل الفينول فثالين 10ناخذ  -

NaOH 0.1 يير اللون وتتم عياري الى ان يظهر اللون الوردي ثم تحسب كمية القاعدة المستهلكة لتغ

 :الحسابات كما يلي

 الوزن الملي مكافئ للحامض  ×العيارية  ×المستهلك  NaOHحجم %حامض اللاكتيك( = الحموضة ) -

                                          ---------------------------------------------------- 

 100 ×حجم العينة                                                            

 

وملاحظة  pH-meter( بجهاز pHالعملية الانتاجية بقياس الاس الهيدروجيني )كذلك ممكن تقدير تطور  -

 .انخفاض الحموضة بزيادة تكون الحامض

  HPLCالتقدير الكمي للحامض الناتج باستخدام جهاز -

(high performance presureliquidchromotogrphy) 

بالكروماتوكرافي والذي يسمى هنا  يمكن تعريف هذه التقنية بانها احدى طرق تقدير الاحماض العضوية

ويتكون هذا الجهاز من طورين اساسيين هما الطور الثابت و  بكروماتوكرافي الاداء العالي او الضغط العالي

الطور المتحرك وكذلك يتالف من عدة اجزاء والتي تشمل وحدة المذيبات )الطور المتحرك( وغرفة الحقن 

الضوئي والمضخة التي تدفع العينة خلال الجهاز, ويعتمد الاساس  وعمود الفصل )الطور الثابت( والكاشف

العلمي للتقدير بهذا الجهاز على توزيع العينة نفسها بين الطورين الثابت والمتحرك ومدة بقائها في احدهما 

 مما يؤدي الى تكون منحنى يعطي فكرة عن تركيز العينة. 

 التالية: ظروفتقدير الحامض بهذا الجهاز هي ال متطلباتتكون و

 

,, الامتصاص الضوئي  %88% واستونايترل  12مزج محلول منظم  ,, الطور المتحرك C18نوع العمود 

 مايكروليتر 20م ,, والكمية المحقونة 35مل / دقيقة ودرجة الحرارة 1,, ومعدل الجريان  ميترنانو 220

 



 مدرس المادة / طارق نواف خليل            علوم الأغذيةقسم التقنية الحيوية العملي/المرحلة الرابعة  

 
 المختبر الخامس عشر / تقييد الخلايا والأنزيمات

 
تعرف عملية ثبيت الخلايا بأنها طريقة ربط الخلايا والأنزيمات مع  معادغ ريعر لابلعة للع وباا معء المعاة بطريقعة 

 بانتشارها مء الوسط الغ ائء وتسمح بسهولة مصلها بعد انتهاة العملية الإنتاجية.لاتسمح 
 

 طرق التثبيت: تستخدم طرق كيميائية وميزيائية لتثبيت الخلايا وتشمل:
ربععط الخلايععا علععم سععطح معععادغ ريععر لابلععة للعع وباا مععء المعععاة رمععا بطريقععة الادمصععا  ب صععرغ  يونيعععة  -

لمادغ المدعمة ويعتمد الارتباط علم طبيعة الشحنة الموجعودغ علعم جعدار وهيدروجينية بيا سطح الخلية وا
 طالخلية وتعد ه ه الطريقة رير لاسية بسعب  طبيععة ارصعرغ المسع ولة ععا الارتبعاط ونتيجعة لهع ا الارتبعا

الضعيف لد يحدث تسر  )مع  ارتبعاطل للخلايعا المقيعدغ معا المعادغ المدعمعة وهع ه الدعاهرغ تععد  ات مائعدغ 
رمكانية تجديد الندام بخلايا  كثعر معاليعة. وتتحعدد ثباتيعة الطريقعة بمععدل ادمصعا  الخلايعا معا لبعل  بسب 

 المادغ المدعمة. ما المواد التء تستخدم مء ه ه الطريقة نشارغ الخش  والزجاج.
علعم الربط التساهمء رلم مادغ صلبة: مء ه ه الطريقة يكوا العربط معا خعلال المجعامي  الةعالعة الموجعودغ  -

عمليععة الارتبععاط مععء هعع ه الطريقععة تكععوا  كثععر كةععاةغ نتيجععة لطبيعععة  OHو  COOHسععطح الخليععة مثععل 
الارتباط ويكوا التسر  الل ما سلبيات ه ه الطريقة احتمعال ارتبعاط الأنزيمعات معا جهعة المولع  الةععال. 

 ما المواد المستخدمة كمواد مدعمة هء السيرامي  والنايلوا.
مية مسامية لاتسمح بنةا  الخلية لكا تسعمح بنةعا  المعادغ الخاضععة او الوسعط الغع ائء الحجز داخل مادغ هلا -

ونععواتا التةاعععل وتكععوا خاملععة مععا الناحيععة الكيموحيويععة )لاتتةاعععل معع  الخليععة المقيععدغل يجععر  ميهععا تقييععد 
لطريقعة تكعوا الخلايا بصورغ ميزيائية بدوا  واصر بحيث لايتأثر المول  الةعال خاصعة لننزيمعات وهع ه ا

ريععر ملائمععة مععء حالععة اسععتخدام المععواد الخاضعععة )الأوسععاط الغ ائيععةل  ات الأوزاا الجزيئيععة العاليععة لعععدم 
تمكنها ما الدخول ما خلال متحعات الهعلام وملامسعتها للخليعة او الأنعزيم. معا المعواد التعء تسعتخدم للتقييعد 

وهلام الاكريلامايد المتععدد. توجعد هنعا  طعرق  مء ه ه الطريقة هء هلام الجينات الصوديوم او الكالسيوم
 تقييد  خرى ممكا  ا تستخدم.

تعععد عمليععة التقييععد مععا التقنيععات المهمععة والمسععتخدمة بشععكل واسعع  مععء العديععد مععا المجععالات الصععناعية                         
 لخلايا بالشكل الحر مثل:و     المختبرية ندراً لما تتميز به ه ه الطريقة ما موائد مقارنة باستخدام ا

رمكانيعة اسعتخدام الأنزيمعات والخلايعا )اللقعاثل لأكثعر معا معرغ و لع  يععود لإمكانيعة مصعل واسعترجا  تلع   -
الخلايا ما وسط التةاعل بعدغ طرق مثل الترشيح والطرد المركز  مقارنعة بالخلايعا الحعرغ والتعء تسعتخدم 

 سط التةاعل.مرغ واحدغ و ل  لانتشاره مء الوسط الغ ائء او و
 استخدام مواد مدعمة رخيصة وتعتبر ما ملوثات البيئة. -
 السيطرغ الدليقة علم التةاعل. -
 رمكانية رجراة الطريقة المستمرغ مء الإنتاج والتء لها موائد التصادية بالمقارنة م  الوجبات. -
 سهولة عملية مصل المنتوج. -
المععادغ السععاندغ وارتةععا  درجععة الحععرارغ والأس  زيععادغ ثباتيععة الأنزيمععات المقيععدغ بسععب  تععومير الغطععاة مععا -

 الهيدروجينء الأمثل لعمل ه ه الأنزيمات.

 
 طريقة العمل لتقييد الأنزيمات بطريقة الحا مء هلام الجينات الصوديوم:

 
تجر  العملية بمزج محلول الخلايا م  محلعول الهعلام لبعل وصعوله رلعم مرحلعة العتهلم بععدها يعتم تحويعل المعزيا 

 هلام بإضامة مادغ كيميائية او بتغيير درجة الحرارغ. وتتم العملية كمايلء:رلم 
 تحضير محلول الهلام -
 تخضير محلول الخلايا -
 مزج حجم معيا ما كل ما المحلوليا -
 يحضر محلول كلوريد الكالسيوم حيث يساعد علم تحويل محلول الجينات الصوديوم رلم هلام. -



سعح  المعزيا ويقطعر علعم شعكل كعرات داخعل الإنعاة الع   يحتعو   يتم )سرنجة ل بواسطة  نبوبة زجاجية -
 لتحولها رلم كرات هلامية. °م25دليقة مء درجة حرارغ  15 – 10علم كلوريد الكالسيوم ويتر  لمدغ 

 تجر  عملية الترشيح لةصل الكرات الهلامية وتقاس الةعالية الأنزيمية مء الكرات لتحديد كةاة التقييد. -
 مود زجاجء وتحةد بالتبريد لحيا الاستعمال.توض  الكرات مء ع -
 

 تقييد الخلايا بالادمصا  علم نشارغ الخش :
 

 تحضير محلول الخلايا -
تحضعير نشععارغ الخشع  والتععء تكعوا  ات  حجععام مناسعبة ومتسععاوية معا ناحيععة المسعاحة السععطحية وتغسععل  -

 لأكثر ما مرغ بالماة المقطر  و المحلول المندم.
 ل الخلايا م  كمية مناسبة ما نشارغ الخش  حتم نحصل علم معلق.مزج حجم معيا ما محلو -
لمدغ نصف ساعة ثم يسك  المحلول الةعائ  وتقعاس الةعاليعة الأنزيميعة  °م25يتر  المزيا بدرجة حرارغ  -

 مء النشارغ لتحديد كةاةغ التقييد.
 ستخدام.يتم حةد النشارغ المثبت عليها الخلايا مء عمود زجاجء وتحةد بالتبريد لحيا الا -
 

 ملاحدة: )المقصود بمحلول الخلايا  ما محلول خلايا  حياة مجهريه  و محلول  نزيمءل.
 
 

 



 مدرس المادة                                                                                                 تقنية حيوية / عملي

 طارق نواف خليل                                                                          المرحلة الرابعة / قسم علوم لأغذية

 إنتاج حامض الستريك: المختبر السابع

حامض الستريك هو حامض ثلاثي الكاربوكسيل لاحتوائه على ثلاث مجاميع كاربوكسيل في تركيبه وصيغته ألجزيئيه 
(CH2COOHCOHCOOHCH2COOH كان المصدر الرئيسي له على النطاق التجاري عصير الليمون إلى )

طوير طريقة لإنتاجه من الأحياء المجهرية , تعتبر عملية إنتاج حامض بداية العشرينات من القرن الماضي إذ تم ت
الستريك من الصناعات الستراتيجية في مجال التقنية الحيوية حيث انه يدخل في العديد من الصناعات مثل الغذائية مثل 

تجميل والصناعات مادة نكهة للمشروبات الغازية وعصير الفواكه والمربيات  والدوائية كمذيب وفي مستحضرات ال
الكيميائية مثل دباغة الجلود وصناعة النسيج والأحبار وإزالة الصدأ وغيرها في العديد من الصناعات , تعدد أغراض 

 واستخدامات حامض الستريك جعلت هذه الصناعة من الصناعات المهمة في مجال التقنية الحيوية.
 

 :الظروف المزرعية لإنتاج حامض الستريك

الظروف المزرعية حسب السلالة المستخدمة وطريقة الإنتاج , الاحتياجات الرئيسية لوسط الإنتاج في عملية تختلف 
والتي تختلف حسب نوع  pHالتخمر هي مصدر الكاربون والنيتروجين والفوسفات والمغنيسيوم بالإضافة إلى ال

في تسهيل إنبات السبورات وتسهيل عملية  للوسط الذي يحتوي على المولاس والذي له دور 6-5الوسط إذ تكون بين 
 للوسط الذي يحتوي على السكروز أو الكلوكوز. 3-2النمو , بينما تكون 

هناك بعض المواد المدعمة التي تضاف إلى الوسط الغذائي لتشجيع عملية الإنتاج مثل الميثانول والذي يضاف بنسبة 
السبورات وبالتالي زيادة كمية الحامض وكذلك له دور في  % وفائدته هي تقليل نمو المايسيليوم ويؤخر تكوين3-4

تكييف الكائن ألمجهري حيث يزيد من نفاذية جدار الخلية للحامض دون أن يضعف عملية الايض وبذلك يسمح بإفراز 
رة ويؤدي ارتفاع درجة الحرا ◦م30-25ولدرجة الحرارة دور مهم في عملية الإنتاج إذ تكون بين  السترات من الخلية.

إلى أكثر من ذلك إلى الإسراع من عملية التنفس والتخمر ويحدث نمو للخلايا بشكل كبير مما يسبب تأكسد كمية من 
 مما يقلل كمية الحامض الناتج. 2COالسكر والذي يتحول إلى 

ئية وتتوقف وتعد عملية التهوية من العوامل المهمة من عوامل الإنتاج إذ تعد عملية إنتاج حامض الستريك عملية هوا
العملية في حال التوقف بتجهيز الأوكسجين , وتختلف متطلبات المزرعة للتهوية حسب طريقة الإنتاج إذ تكون اقل 
مايكون عند استخدام المزارع السطحية بسبب زيادة المساحة السطحية المعرضة للتهوية , وتكون المتطلبات أكثر 

يبية الشكل مما تسمح بتواجد الأوكسجين في المسافات البينية الموجودة بقليل في حالة المزارع الصلبة والتي تكون حب
بين الحبيبات المكونة للوسط , بينما تكون المتطلبات في أقصاها وتحتاج إلى معدات تهوية وتقليب عند استخدام 

 المزارع المغمورة.

 

 : A. nigerمراحل إنتاج حامض الستريك باستخدام لقاح سبورات العفن 
 :خزانات التخمرتحضير  -1

 لتر واحد من زيج% ، ويتم التعقيم بواسطة م2 بتركيز الديتول في الماء محلولالتحضير بواسطة  خزاناتيتم غسل 

ن ثم يتم التخلص من بخار الفورمالين باستعمال يلمدة يوم◦ م50برمنجنات البوتاسيوم عند درجة  غرام 100 مع الفورمالين

 .◦م45تم تشغيل دورة الهواء مع ضبط درجة الحرارة عند ي بعدهاهيدروكسيد الأمونيوم ، 

 تحضير لقاح سبورات العفن. -2

 تحضير الوسط الغذائي: -3

 مكونات الوسط الغذائي تشمل: -أ

( 3CO2)4NHأو  غم , 3NO4NH 2.23غم ,  O2.7H4MgSO 50,2غم ,  4PO2KH 2,5غم ,  140السكروز 

)تذاب المكونات أعلاه في لتر  % سكر14الدبس الحاوي على  ويمكن الاستعاضة عن السكروز بالمولاس أوغم  2,5

 ماء مقطر(.

 حسب المصدر الكاربوني المستخدم. 6-5أو  3-2إلى  pHيضبط ال -ب

 دقيقة. 15جو لمدة  1وضغط  ◦م121تعقيم الوسط بجهاز الاوتوكليف بدرجة حرارة  -ج

 . Tween80 0,8%أو بإضافة معلق سبورات في  %2تبريد الوسط والتلقيح بمعلق السبورات بتركيز  -د
لمدة أسبوع في حضان هزاز للمزارع المغمورة أو محضن عادي للمزارع  ◦م28التحضين بدرجة حرارة  -هـ

 السطحية.



 pHبعد انتهاء فترة التحضين يتم الكشف عن إنتاج الحامض وذلك بترشيح المزرعة خلال ورق ترشيح ويقدر ال  -و
هيدروكسيد  N 0.1مل من الراشح مع محلول  5قدر الحموضة الكلية كحامض ستريك وذلك بتسحيح في الراشح كما ت

 الصوديوم وباستعمال دليل الفينول فثالين , ويمكن حساب كمية الحامض من خلال العلاقة التالية :
 غم حامض ستريك 0,007عياري( = 1مل هيدروكسيد الصوديوم )1                            

 مل راشح. 1 /حسب كمية الحامض على أساس ملغم حامض ت
 
 .(ماء 78غم من الدبس مع  22% سكر من الدبس يمزج 14: للحصول على ملاحظة)

 
 فصل حامض الستريك:

 
 فصل الفطر والرواسب بعد التخمير  - 1

الفطر بالماء ، ويضاف إلي  بعد عملية التخمير يتم فصل سائل التخمر من نموات الفطر بواسطة الترشيح ، حيث يتم غسيل
 السائل التخميري .

 الترسيب -2

يتم ترسيب حامض الستريك الناتج من عملية التخمير علي هيئة سترات الكالسيوم الغير قابلة لذوبان بإضافة مستحلب من 
 ◦م85-80بعد رفع درجة حرارته إلي  لمتخمر% أو كسيد كالسيوم في الماء إلي السائل ا25هيدروكسيد الكالسيوم 

 . 7-6يدروجيني هبواسطة البخار مع التقليب المستمر حتى يصل المحلول إلي أس 
 فصل سترات الكالسيوم  -3

ثم يتم غسيل سترات الكالسيوم  الترشيح،بعد انتهاء عملية الترسيب تفصل سترات الكالسيوم بواسطة الطرد المركزي أو 
 رطوبة.% 10بالماء البارد علي أن تحتوي حوالي 

 
 استرجاع الحامض من سترات الكالسيوم -4 

( ثم يضاف حامض الكبريتيك المركز ببطء شديد مع التقليب %30يتم عمل معلق من سترات الكالسيوم في الماء )
-30مع ملاحظة عدم رفع درجة الحرارة أكثر من ) 1.1 يصللوسط التفاعل حتى  يالهيدروجين الأسالمستمر مع مراقبة 

35º)م. 
 
 ول حامض الستريك من كبريتات الكالسيومفصل محل -5

مض الستريك من كبريتات الكالسيوم )الجبس( بواسطة الترشيح بعد غسلها لاسترجاع محلول الحامض ايفصل محلول ح
 المتبقي ويضاف ماء الغسيل إلي المحلول الأصلي .

 
 تنقية محلول حامض الستريك -6

اللون حتي يتم الحصول علي محلول عديم  لإزالةمض الستريك الناتج علي عمود من الكربون النشط ايمرر محلول ح
 . الايوني للتخلص من الايونات من المبادل عموداللون ، ثم بعد ذلك يمرر المحلول علي 

 

 البلورة -7

 وتتم بواسطة أربعة معدات هي علي التوالي :

 انابيبيمر خلال  المرجل البخاريريك ويتم التسخين بواسطة بخار ماء من تسمض الاالمبخر تحت تفريغ لمحلول ح –أ 
 التسخين .

 مض الستريكاح بلوراتالمبلور ويقوم بفصل  –ب  

 السوائل من البلورات بفصلالطرد المركزي ويقوم  جهاز –ج  

مض االنهاية الحصول علي حليتم في ◦ م40المجفف ويقوم بتجفيف البلورات عن طريق هواء ساخن عند درجة  –د  
 .الستريك المتبلور

 



 محاضرات التقنية الحيوية العملي 

                                 المرحلة الرابعة قسم  علوم الأغذية                                                                                            

 مدرس المادة : طارق نواف خليل

 
 تخمرات الحالة الصلبة :                                  

 
% 12وهي التخمرات التي تجري باستخدام مواد خاضعة )أوساط غذائية( صلبة تحتوي على نسبة رطوبة لاتقل عن 
امتصاص بغياب الماء الحر ويعتمد الحد الأعلى لنسبة الرطوبة قبل ظهور الماء الحر في الأوساط الغذائية على قابلية 

المادة الصلبة للماء وبذلك تعتمد على نوع الوسط الغذائي. ويتضح من ذلك أن الأحياء المجهرية السائد استخدامها هي 
 0,7التي لاتفضل نشاط مائي مرتفع أي اقل من 
ة الحنطة ويعتبر الجانب الاقتصادي من أولويات استخدام هذه التخمرات. من تلك المواد التي تستخدم كمواد خاضعة نخال
 والقش والخشب والحبوب والبقوليات. أن من أهم الفروقات مابين تخمرات الحالة الصلبة والحالة السائلة هو:

المواد الغذائية في الأوساط السائلة تكون في حالة تناقص أما في الصلبة فبعض الأحيان تكون في حالة تناقص أما  -
 عمليات التحلل من قبل الكائن ألمجهري. في الأغلب فإنها تكون ثابتة أو في ازدياد بسبب

في الأوساط الصلبة تكون المواد الغذائية غير متاحة في بداية عملية التخمر لذلك يجب إجراء معاملات أولية على  -
تلك المواد لغرض توفير المواد الغذائية وجعلها متاحة للأحياء المجهرية وكذلك لتقليص حجم الجزيئات وزيادة 

ية المعرضة منها لعمليات التحلل من قبل الأحياء المجهرية. من تلك المعاملات الأولية: )الطحن , المساحة السطح
معاملة المواد السليلوزية بالمواد الكيمياوية , غلي المواد البروتينية مثل الكولاجين بدرجات حرارية عالية تحت 

 لنقع كما في حالة استخدام المواد النشوية(.ضغط لغرض تكسر الأواصر الببتيدية وتحولها إلى هلام , عمليات ا
 

 العوامل المؤثرة على تخمرات الحالة الصلبة:
نوع الكائن ألمجهري المستخدم: حيث تفضل دائما الفطريات والخمائر والبكتريا الموجبة لصبغة كرام لأنها تنتج  -1

ل للاحتفاظ بأنزيماتها داخل الخلية وقد أنزيمات مستحثة وخارج خلوية بعكس البكتريا السالبة لصبغة كرام فإنها تمي
يعود ذلك إلى طبيعة البيئة التي تعيش فيها تلك الأحياء المجهرية حيث تفضل السالبة الأوساط المخففة بعكس 

 الموجبة لصبغة كرام.
 طبيعة المادة الخاضعة من حيث التركيب وكذلك فيما لو كانت محبة أو كارهة للماء وكذلك حجم الدقائق. -2
وية: تعتبر اغلب تخمرات الحالة الصلبة هوائية ويتأثر عامل التهوية بطبيعة تكاثر الكائن ألمجهري في الوسط الته -3

 الغذائي وطبيعة وحجم دقائق الوسط الغذائي
انتقال الحرارة التي تتولد أثناء عملية التخمر بسبب طبيعة الوسط الغذائي ستكون صعبة بسبب انخفاض المحتوى  -4

 الرطوبي.
 

 مزايا تخمرات الحالة الصلبة:
 اقتصادية عملية التخمر من خلال طبيعة الوسط الغذائي وكلفته والحيز التي تأخذه بسبب انخفاض الرطوبة -
 لاتحتاج إلى عملية تقليب وهذا له دور في الحد من الطاقة المصروفة. -
 عمليات التهوية بسيطة. -
 عملية تحضير الوسط الغذائي بسيطة ولاتكون رغوة. -
 

 أما سلبيات هذه التخمرات:
عملية التخمر تكون مقتصرة على نوع معين من الأحياء المجهرية خاصة الفطريات بسبب المحتوى الرطوبي  -

 المنخفض وبذلك تحد من المواد التي تنتج بهذه الطريقة.
 تتولد حرارة خلال العملية من الصعب التخلص منها. -
 من الصعوبة التحكم في نسبة الرطوبة. -
 اض معدلات نمو الأحياء المجهرية.انخف -

 
 

 :Trichoderma resiiطريقة العمل لإنتاج أنزيم السليوليز بتخمرات الحالة الصلبة باستخدام العفن 
 مل. 250غم نخالة الحنطة في دورق سعة  10توزن  -



 وكمايلي:يحضر وسط غذائي سائل لتدعيم نخالة الحنطة وذلك لافتقارها إلى بعض المعادن والأملاح  -
 

 4SO2+ (NH4) 4HPO2+ K 2+ MgCl 2CaCl  غم / لتر ماء مقطر1وبمعدل 
 

% والذي له دور في زيادة نفاذية 0,3مذاب في الماء ضمن مكونات الوسط بنسبة  Tween80ويمكن استخدام  -

 الخلية للأنزيم.
الوسااط الغااذائي بجهاااز  ماال ماان الوسااط الغااذائي السااائل إلااى نخالااة الحنطااة مااع الماازج الجيااد ثاام يعقاام 20يضااا   -

 الاوتوكلي .
 مل لقاح معلق سبورات العفن.1بعد انتهاء التعقيم والتبريد يلقح الوسط بـ  -
 لمدة أسبوع.° م28التحضين بدرجة حرارة  -
 الناتج وكمايلي: )تحضير المحلول الأنزيمي( بعد انتهاء مدة التحضين يتم استخلاص الأنزيم -
إلااى محتويااات الاادورق )يحضاار  pH 8,4( ذو Citrate bufferالسااترات )ماال ماان محلااول دار   100يضااا   -

ماال محلااول سااترات الصااوديوم  72غم/لتاار ماااء( مااع  5,10مااولر ) 05,0ماال حااامض سااتريك  46الاادار  بماازج 
 غم/لتر( 5,14

 ترج محتويات الدورق لمدة نص  ساعة في هزاز. -
 الأنزيم. ترشح المحتويات أو يستخدم الطرد المركزي للحصول على راشح -
 DNS (dinitro 3,5مال راشاح بطريقاة  1تقدر الفعالية الأنزيمية كمياً وذلك بتقدير كماي الساكريات المختزلاة فاي  -

salicylic acid.) 
 
 تقدير الفعالية الأنزيمية: -
غاام ورق ترشاايح فااي 5,0% ثاام يغماار 5,0ماال محلااول سااترات الصااوديوم  6,0ماال محلااول أنزيمااي مااع  4,0ماازج  -

 ويوضااع DNSماال كاشاا  1بعاادها يضااا   دقيقااة 120مْ لمادة 50ي حمااام مااائي بدرجااة حاارارة المازيج ويحضاان فاا
المزيج لمدة خمس دقائق في حمام مائي مغلي ثم يخف  المازيج بالمااء المقطار و يقااس الامتصااص الضاوئي للمازيج 

 . nm 490بجهاز المطيا  بطول موجي 
غيار مختزلاة والمتمثلاة بالساليلوز الموجاود فاي الماادة الخاضاعة تعتمد قياس الفعالية الأنزيمية علاى تحلال الساكريات ال -

 إلى كلوكوز وارتباط هذه السكريات مع الكاش  ليتكون معقد ذات لون داكن يقاس بجهاز المطيا .
مل/مال وتقااس 300,  250,  200,  150,  100,  50يحضر منحنى قياسي من الكلوكوز النقي باالتراكيز التالياة  -

 يتم معرفة التركيز من خلال المقارنة بين العينة والعينة القياسية.بجهاز المطيا  و
 
 

 

 



 

 المرحلة الرابعة قسم علوم الاغذية

 التقنية الحيوية / الجزء العملي

 مدرس المادة : طارق نواف خليل

 

 عزل كائن مجهري منتج للمضادات الحيوية وإنتاج المضادات الحيوية: 

 

المضادات الحيوية عبارة نواتج ايضية ثانوية تنتجهاا الاحيااء المجهرياة المتخ  اة ناي انتاجهاا 

ني نهاية نترة النمو ليس لها دور ني نمو خلية الكائن ألمجهري لكن لها نعل مثابط لنماو الكائناات 

مجهريااة  المجهريااة المنانسااة لنمااو الكااائن المنااتج وذلااا لمكانيااة تااداخلها ماال نمااو تلااا ا حياااء ال

 1928وهي مواد تفرز من قبل ا حياء المجهرية بطيئاة النماوك كانات أول مةحلاة لتلاا الماواد 

عناد وجودهاا  Staphylococcus aureusمن قبل الكسندر نلمنا حيث لاحال تثبايط بكترياا 

والااذي لااق القاادرة علااا إنتاااج البنساايلين ثاام أخااذت عمليااة  penicillium notatumماال نطاار 

تطور ماان خااةل البحااث عاان عاازلات تنااتج كميااات كبياارة ماان المضااادات الحيويااة او النتاااج بااال

تطوير قابلية النتاج للعزلات المتح ال عليهااك وعاادةف تفضال الطريقاة الحيوياة ناي عملياة إنتااج 

المواد الحيوية التي تستعمل لةستخدام البشري وذلا لان العديد من هذه المواد تكون ذات طبيعاة 

كون ا نلمة الحيوية أكثر كفااءة ناي إنتاجهاا كاذلا تكاون عملياة التطاوير والتحاوير معقدة لذلا ت

ذات ماادأ أوساال بالطريقااة الحيويااة ماان خااةل الساايطرة علااا الوسااط التااذائي وإجااراء عمليااات 

 تحسين وراثي للكائن المنتجك

 

 الم ادر المنتجة للمضادات:

 penicilliumين وجاانس الااذي ينااتج السيفالوساابور Cephalosporiumالاعفااان مثاال  -

 الذي ينتج البنسيلين

 الذي ينتج التتراسايكلينك streptomycesالبكتريا الحقيقية والبكتريا الخيطية مثل  -

النباتات حيث وجد بان بعض النباتات تحتوي مركبات لها تاثثير المضاادات الحيوياة والتاي  -

إذ لوحل بان هذه المواد تنتج عند ح اول أذأ للنباات او تحات  Phytocidesأطلق عليها 

 لروف خا ةك

الحيوانااات: مثاال أناازيم الةيسااوزايم الموجااود نااي بياااض الباايض والاادمو  والااذي يحلاال  -

الببتيدوكةيكان الموجود ضمن تركيب الجدار الخلوي للكائن ألمجهري   كذلا توجاد ماواد 

ف   من الخةياا المشاتقة مان أجناة الادجاج والخةياا أخرأ تسما الانترنيرونات تحضر تجاريا

 اللمفاوية لها تثثير علا نمو الفيروساتك

 

 عملية إنتاج المضادات الحيوية:

تااتم اغلااب عمليااات النتاااج باسااتخدام طريقااة الماازار  المتمااورة وا حياااء المجهريااة المسااتخدمة 

ناء نترة التخمر وبما انق المضاادات تكون هوائية لذلا يتم استعمال عملية تقليب الوسط التذائي أث

الحيوية نواتج ايض ثانوية لذلا تكرس بداية عملية التخمر لنتاج الكتلة الحيوياة ثام تليهاا العملياة 

النتاجيااة والتااي تتعلااق عااادةف بفساالجة الكااائن ألمجهااريك وتتشااابق طاارق إنتاااج اغلااب المضااادات 

نر أنضال نساب للتهوياة لكان يمكان إجاراء الحيوية من خةل اساتخدام المازار  المتماورة مال تاو

بعض التحويرات لكي ت بح طريقة النتاج مةئمة أكثر لناو  المضااد الحياوي المطلاوب إنتاجاق 

 ومن هذه التحويرات هي:



 – 30إمكانية استخدام طريقة الوجبات او الوجبات المتذاة مان خاةل تنلايم عملياة ساحب  -

رة زمنياة معيناة مان النتااج وتعويضاق بوساط % من الوسط التذائي مل الخةيا بعد نتا60

 جديدك

يمكن استخدام طريقة الزراعة المتسلسلة ونيها تستعمل عدة مخمرات حيث تازر  ا حيااء  -

المجهريااة نااي المخماار ا ول الحاااوي علااا وسااط غااذائي وبعااد و ااولها إلااا مرحلااة نمااو 

 مضاد الحيويكمعينة تنقل إلا مخمر ثاني او ثالث يحوي لروف خا ة لنتاج ذلا ال

 طريقة العمل لعزل كائن مجهري منتج للمضادات الحيوية:

 

 مل ماءك 100غم تربة وتمزج مل 5وزن  -

 المعقم ني طبق بتريك PDAيحضر وسط  -

 مل من مزيج التربة مل الماء ويوضل ني طبق بتريك2ي ب  -

 أيامك 3لمدة  °م28التحضين ني حضان بدرجة حرارة  -

بعااد انتهاااء ماادة التحضااين تةحاال النمااوات ويحضاار وسااط أكااار متااذي سااائل ويضاااف لااق  -

 PDAمال ناوق طباق الا  2او أي بكتريا مرضية وي ب من هاذا المازيج  E.Coliبكتريا 

ف ويعاد تحضينق لمدة   أيام مرة أخرأك 3المحضن سابقا

ساط التاذائي وهاي بعد انتهاء مدة التحضين تةحل النتائج وهي تكون هاالات شافانة ناي الو -

عبارة عن المناطق التي تحتوي علا الكائن ألمجهري المنتج للمضاادات الحيوياة والتاي لام 

من النمو نيها وبذلا تقطل هذه المناطق وتعااد تنميتهاا وتنقيتهاا ناي  E.Coliتستطل بكتريا 

 أوساط غذائية جديدة لاستخدامها ني عملية إنتاج المضادات الحيويةك

 

 الحيوية )البنسيلين(: إنتاج المضادات

يعتبار البنسايلين أول مضااد حياوي مكتشاف مان قبال العاالم الكساندر نلمناا والاذي كاان يناتج ماان 

 penicillium chrysogenumولكاان وجااد بااان العفاان  penicillium notatumالعفاان 

ينتج كميات كبيرة منق ويمكن أن يستخدم ني النتاج التجاري خا ة بعد إجراء عملياات التطفيار 

 غم / لترك50غم / لتر إلا 0012,0والتحسين الوراثي والتي رنعت الوحدة النتاجية لترتفل من

 

 العملية النتاجية:

اح )سبورات العفان( ومان ثام تتم العملية النتاجية علا مرحلتين وتشمل ا ولا تنمية وتنشيط اللق

الثانية عملياةالانتاجك المرحلاة ا ولاا ياتم نيهاا تنشايط المزرعاة ا ولياة )سابورات العفان( المناتج 

ف بالتجفيااد او النيتااروجين السااائل وإجااراء عمليااة النبااات وذلااا  للمضاااد الحيااوي والمحفااول مساابقا

 – 28أيااام بدرجااة حاارارة  3 بتلقيحهااا  بالوسااط التااذائي المناسااب للتنشاايط نااي الحضااان لماادة

 بعد الانتهاء يتم استخدام اللقاح ني المرحلة الثانيةكك °م30

 

 

 المرحلة الثانية )النتاجية( وتشمل:

 تحضير الوسط التذائي:

يجاب أن يكاون الوساط مةئام للعملياة النتاجيااة )لنماو الكاائن ألمجهاري والمنتاوج المطلاوب( ماان 

اختاازال طااور النمااو للح ااول علااا أنضاال إنتاجيااة وكااذلا  ناحيااة المكونااات والتااي لهااا دور نااي

طريقاة العملياة النتاجيااة باساتخدام مازار  الوجبااات او الوجباات المتاذاة بمعاادل بطا  ويجااب أن 

تت ااف مكونااات الوسااط التااذائي بتشااجيعها الكااائن ألمجهااري علااا إنتاااج البنساايلين وتقلياال طااور 



نضال كمياة ممكناة مان المنتاوج وساهلة الاذوبان النمو وكذلا تتميز برخ ها وتونرها وإعطائها أ

 والترشيحك

 يتكون الوسط التذائي من:

% ويمكاان الاستعاضااة عنااق بم ااادر 5 – 4مخلفااات  ااناعة الااذرة )نقياال الااذرة( بتركيااز  -

 نيتروجينية أخرأ مثل خة ة نول ال ويا او الشرشك

 نسيلينكم در كاربوني ويعتبر الكلوكوز او الةكتوز هو المناسب لنتاج الب -

 كبريتات الامونيوم ونوسفات البوتاسيوم -

 Phenyl acetic acidبعااض المضااانات والتااي تعتباار مااواد بنائيااة للبنساايلين مثاال  -

% ويفضال أن تضاااف 8 0 – 5 0والتاي تضاااف بنسابة  Phenoxy acetic acidاو

 ني المراحل المتثخرة حيث أنها تؤدي إلا تثبيط النمو ني المراحل ا ولاك

- pH  خاااةل عملياااة التخمااار برضاااانة هيدروكسااايد ال اااوديوم او  4,7 - 8,6يتاااراوح باااين

 ك°م25حامض الكبريتيا ودرجة حرارة عملية التخمر 

التهوية والتي تعد من أساسيات عملية النتاج لانها هوائية ويعتمد معدل انتقاال ا وكساجين  -

 علا سرعة التحريا ولزوجة وطبيعة الوسط التذائيك

 التخمر إلا أسبو  للو ول إلا إتمام عملية التخمرك قد ت ل مدة -

تسااتخدم طريقاااة الوجبااات المتاااذاة بشااكل كبيااار نااي عملياااة النتاااج حياااث تضاااف الماااواد  -

 التمهيدية الخا ة بسةسل البنسيلين والم در الكاربوني علا نترات او ب ورة مستمرةك

 

 هناا عدة عوامل تؤثر علا العملية النتاجية مثل:

نتاااج والتااي تفضاال أن تكااون متقطعااة )وجبااات( وتحااور نااي المرحلااة النتاجيااة طريقااة ال -

لتضاف مواد الوسط التذائي ببط  لتارض إطالاة نتارة النتااجك ويمكان أن تحاور الطريقاة 

إلا طريقة الوجبات المتاذاة ونيهاا ياتم ساحب نسابة معيناة مان وساط التخمار قاد ت ال إلاا 

ساط جدياد التاياة مان هاذا التحاوير هاو بقااء % علا نتارات متقطعاة وياتم تعويضاها بو60

كمية عنا ر النمو محددة ني الوساط واتجااه الكاائن ألمجهاري إلاا إنتااج المضااد الحياوي 

 وبذلا ارتفا  كمية الناتجك

معدل استهةا السكر من العوامل التاي تاؤثر ناي العملياة النتاجياة لاذلا يضااف الةكتاوز  -

 هلكق ببط  وذلا يزيد من كمية النتاجكني المرحلة النتاجية لان الفطر يست

 التهويةك -

 بعد انتهاء عملية التحضين تبدأ عملية الاستخةصك -

 

 ن ل واستخةص البنسيلين الناتج:

يعتبر البنسيلين هو مناتج خاارج خلياوي ماعادا نسابة قليلاة مناق تبقاا مرتبطاة بجادار خلياة الكاائن 

ف  مألمجهااريك يجااب الاهتمااا بطريقااة ن اال وتنقيااة المضااادات الحيويااة ب ااورة عامااة  نهااا غالبااا

ماتستخدم للأغراض العةجية لاذلا يفضال الح اول علياق بالشاكل المتبلاور الاذي يمثال المراحال 

النهائيااة لعمليااة التنقياااة  وتباادأ عمليااة الف ااال بالترشاايح او الطاارد المركااازي ثاام يؤخااذ الراشاااح 

ذيبات او الترسيب او الطرد المركزي الفائق ويمكن اساتخدام ويستخلص منق المضاد الحيوي بالم

أكثر من مذيب لمكانية ن ل اكبر جزء من الشوائب بسبب اختةف قابلية المذيبات علا ن الها 

للشااوائب بعااد ذلااا تبلااور او ترسااب ماان المااذيب باسااتخدام خااةت البوتاساايوم ويمكاان إعااادة هااذه 

 العملية أكثر من مرة لزيادة النقاوةك



الترسيب: تعتماد الطريقاة إلاا رباط المضااد إلاا ماادة عضاوية او معدنياة للح اول علاا مركاب 

غير ذائب يمكن أن يف ل بالترشيح او الطرد المركزي ثم يتسل الراسب وقد يجفاف ويساتخلص 

 منق المضادك

 

ليااتم بعاادها إجااراء عمليااة التنقيااة والف اال باسااتخدام مبااادلات أيونيااة او طاارق الكروماااتوكراني 

والتي تتضمن ن ل المذيب من خةل طبيعة الشحنات الموجاودة ضامن تركيباق والتاي تكاون إماا 

حامضااية او قاعديااة وتتضاامن الطريقاااة باارمرار الخلاايط الحاااوي علاااا المضاااد علااا راتنجاااات 

)مبااادلات( تحماال شااحنات مةئمااة أي معاكسااة للمضاااد وبااذلا سااوف تاارتبط المضااادات بتلااا 

ماار إلااا ا ساافل ثاام تتساال ا عماادة بمحالياال خا ااة للح ااول علااا الراتنجااات تاركااة الشااوائب ت

المضادات التي يتم تركيزها وتنقيتها باساتخدام أعمادة تحمال شاحنات متشاابهة مال المضااد والتاي 

 تتنانر مل المضاد لكن ترتبط مل الشوائبك

ذلا وذلااا لتقلياال المحتااوأ الرطااوبي وبمااا انااق المضااادات الحيويااة حساسااة للحاارارة لاا التجفيااف:

تستخدم طرق خا ة للتجفيف مثل التجفيف بالرذاذ للكميات الكبيرة او التجفياف تحات التفرياو او 

 التجفيف بالتجفيدك

لتدخل بعدها المرحلة النهائية من التنقية بواسطة البلورة او استخدام طرق الف ل 

النقاوة يفضل بالكروماتوكراني علا أساس الوزن الجزيئي وللو ول إلا درجات عالية من 

 ربط أكثر من طريقة تنقية للو ول إلا أنضل نتيجةك


