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ج مركبي نتتاقابميتها ل في Leuconostoc و    Lactococcusأختبار بعض العزلات من بكتيريا
 النتكهة ثنتائي الاسيتل والاسيتيون

 

 زبيدة عدنتان خضير  أحسان عرفان حسين كركز محمد ثمج    
 )ابن الهيثم( جامعة بغدادكمية التربية جامعة تكريت -كمية التربية جامعة تكريت  -كمية الزراعة

 و .diactylactis Lactococcus lactis subsp وىيبكتيريا حامض اللاكتيك ل نوعينسلالات من الدراسة عزل اربعة تضمنت : الخلاصة
Lactococcus lactis subsp. Lactis  وLeuconostoc mesentroides subsp. Mesentroides   وsubsp. Cremories  

mesentroides Leuconostoc   ة والمزرعية المورفولوجيالاختبارات ص العزلات بأستخدام يشخت تم .المتخمرة المحميةمن منتجات الالبان
السائل  MRSعمى وسط تيا قابمية السلالات المعزولة عمى انتاج كل من مركبي النكية ثنائي الاسيتل والاسيتيون بعد تنميحددت  .البايوكيميائيةو 
 مما (  p<0.05)عند معنويا لاسيتيون اعمى من مركب اكان انتاجيا السلالات جميع ان من النتائج  تبين .ساعة 42لمدة م  °03 ندتحضينيا عو 

ثنائي من مركب معنويا اعمى  انتاجا diactylactis . Lactococcus lactis     ubspبكتيريا سلالة الأظيرت  وقدلمركب ثنائي الاسيتيل , 
شممت  .تمقارنة مع بقية السلالا اعمى انتاجا" للاسيتيون  subsp cremories  mesentroides Leuconostoc سلالةال كانتالاسيتل  بينما 

  Bromouracil -5المركبين  منية ئالمطفرات الكيميانوعي  ايضا محاولة تحسين الانتاجية لمسلالات الاربعة المعزولة من خلال استخدام الدراسة
ي الاسيتيل ثنائ انتاج مركبي النكية التي تم اختبار قابميتيا في ،بعد التطفير الحصول عمى ثمان عزلات جديدةتم  حيث  Orange Acridineو 

ند اعادة الذي كان اعمى معنويا مقارنة" مع السلالات الابوية فضلا عن الثباتية العالية ليا في انتاج المركبين الذي لم يتغير معنويا ع والاسيتيون
 زراعتيا خمسة عشر نقمة.

 
 

Assay the Ability of production Diacetyl and Acetoin Flavour compounds by 

some Isolates of   Lactococcus   and   Leuconostoc Bacteria 
 

Karkaz M. Thalij                Zubeda A. Ktheer           Ehsan  A. Huseen 
College of Agriculture    College of Education         College  of Education (Ibn-Al-Hytham) 
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Abstract :This study was included the isolation of four strains from two species of lactic acid bacteria which as  

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis; Lactococcus lactis subsp. lactis; Leuconostoc mesenteroides subsp. 

mesenteroides and Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, were isolated from locally fermented diary 

products. The isolated were identified by using morphological, cultural and biochemical tests. Their abilities to 

producing flavor compounds as each Diacetyl and Acetoin after cultured on  MRS broth media and incubation 

at 30 °c for 24 hours. The results indicated that’s all strains were produced the acetoin significantly (P<0.05) 

more than diacetyl compound. The production of Lactococcus lactis subsp. diacetylactis from Diacetyl were 

significantly higher than Acetoin compound, while Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris revealed higher 

production of Acetoin in comparison with the other isolated strains.The current study included the mutagenesis 

of the four isolated strains by using two chemical mutagens, the 5-Bromouracil and acridine orange. Eight 

derivates strains were obtained by using this technique.  Diacetyl and Acetoin compounds production were 

estimated for these derivates. In general, all the eight derivates strains showed more productivity of flavor 

compounds in comparisons with the parental strains with a high stability for flavor compounds production of 

these derivates strains after 15 translocates. 

 
 المقدمة

ن الحميب منذ أقدم العصور التاريخية وأستخدمو في الإنسا عرف
كذلك في  عرف ، وقدالميلاد سنة قبل 6000غذائو قبل أكثر من 

أمتلاكيا قابمية في الزبد والجبن منيا  لاسيماالمنتجات المبنية  ان
وبيذا  الخام ستساغة أكثر مقارنة مع الحميبالاالحفظ والتخزين و 

، اذ غذائية ويمكن حفظو لمده أطول فيو يوفر غذاء مقبولا وذا قيمة

ان تواجد مركبات النكية في المنتجات المبنية لاسيما المنتجة من قبل 
الأحياء المجيرية يعتبر من الحالات التي تحـدد مـدى أستساغـة المنتج 

 و  Robinson 4333و  (Tamineالمستيمـكل ـالمبني مــن قب

Savadogo  ،ريا حامض اللاكتيك بكتياىمية عرفت  (.2004واخرون
( وأىميا تمك 4332واخرون،  Narayananم   )1780في الحميب عام 

 Diacetylثنائي الأسيتيل  لاسيماالقادرة عمى إنتاج مركبات النكية 

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 *البحث مستل من أطروحة الدكتوراه للباحث الثاني.
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في منتجات الألبان مثل بعض أنواع  Acetoinوالأسيتيون 
و  Lactococcusو  Lactobacaillusالأجناس 

Leuconostoc  وPediococcus لتي تتصف بأنيا غير ا
مرضية للإنسان وذات قابمية عالية وسريعة عمى تخمير العديد من 

المنتجات المبنية، فضلا عن رخص مصادر  لاسيماالمواد الغذائية 
 2004و Narayana الحصول عمييا بأعداد كبيرة وسيولة عزليا )

 Moineau  وVadeboncoeur  ،4332  وGuessas  و
Kihal ،4332    و ErdoGrul  وErblr 4332)  أن إنتاج مواد

و  Lactococcusأجناس بكتيريا من نواع بعض الأالنكية من قبل 
Leuconostoc  تكون متعددة وذات أنواع مختمفة قد تصل إلى

 Urbach  ،5551)في جبن الشيدر وحده  يانوع من 21أكثر من 
. أن النوع الميم من مركبات (Sousa 4333و  McSweeneyو 

ىو المركب ثنائي الأسيتيل الذي يعد من أكثر المركبات  النكية
منتجات  لاسيماأىمية في أعطاء النكية لمعديد من المواد الغذائية 

الألبان كالزبد والمبن المتخمر والقشطة والمثمجات الممبنية، فضلا" 
مجيرية من منع نمو العديد من الأحياء ال تتمكن متايضاتوعن كون 

،  Sandine  و  Levata-Jovanovic) ذائيةالمموثة لممواد الغ
. (4332واخرون،  Driderو   5555واخرون،  Curicو  5553

يتصف ثنائي الأسيتيل بأنو مركب رباعي الكاربون، وأن ىناك أكثر 
من مسمك أيضي لتكوينو داخل الخمية البكتيرية وصيغتو الكيميائية 

CH3COCOCH3  2,3ولو تسميات أخرى مثل-Butadion  و
Biacetyle يعتبر مركبا قريبا من  فانو.أما مركب الأسيتيون

الأسيتون في طبيعة إنتاجو ومراحل أيضو في داخل الخمية البكتيرية 
إضافة إلى التشابو في التركيب الكيميائي والتواجد المشترك في 
كثير من المواد الغذائية لإعطاء النكية، ولكن الأخير لايتواجد 

 (Citric acid)يعد حامض الستريك وحده لإعطاء النكية. 
المركب الوسطي في المسالك الأيضية الخاصة بإنتاجيما داخل 
الخمية البكتيرية، أما عمى النطاق التجاري فأن أىم الأحياء 
المجيرية التي تستخدم في إنتاجيما ىما بعض السلالات من 

 Leuconostocو Lactococcus lactisبكتيريا 

mesenteroides  (Curic  ،و  5555واخرونLonvaud-

Funel  ،5555) أن من أىم التقنيات الحديثة التي أستخدمت في.
محاولة زيادة الإنتاج من مركبات النكية ليذه الخلايا البكتيرية ىو 

بإستخدام العوامل المطفرة الفيزيائية  (Mutation)أستخدام التطفير 
مقارنة مع  أو الكيميائية والتي يكون من السيل السيطرة عمييا

(. نظرا لأىمية مركبات 5555واخرون،  Curicالعوامل الأخرى )
ثنائي الأسيتيل والأسيتيون المنتجة من قبل أنواع  لاسيماالنكية 

 Leuconostocو  Lactococcus lactisبكتيريا 

mesenteroides  في منتجات الألبان، فأن اليدف من ىذه
 في انتاجيماأعلاه  نوعينقابمية سلالات التحديد  كان فيالدراسة 

من مركبات النكية ثنائي الأسيتيل والأسيتيون ومحاولة إستخدام 
المطفرات الكيميائية كمحاولة لإيجاد سلالات جديدة ذات إنتاجية 

للأستفادة  بويةمقارنة مع السلالات الأ انتاجيتيماثباتية دراسة عالية و 
 الإنتاج. زيادة منيا في

 بحث المواد وطرائق ال
م جمع ثمانية نماذج من الألبان المتخمرة المحمية من محافظة صلاح ت

و  Lactococcus الدين/العراق. وقد تم عزل جنسي بكتيريا 
Leuconostoc   في  جاءمن ىذه المنتجات وكما Olsen    ،واخرون

غم من كل عينة من العينات أعلاه التي نقمت  10تم أخذ  اذ (5534)
 Normalمل من المحمول الفسيولوجي 90مى إلى قنينة حجمية تحوي ع

saline   من 0.85الحاوي عمى %NaCl التخافيف لغاية  متثم أكم
7مستوى تخفيف 

6ن امل من أنابيب التخفيف 1. تم سحب 10
7و  10

10 
وزرعت العينات بطريقة الأطباق المصبوبة عمى الوسطين الزرعيين 

. اليند() HiMediaالمجيزين من شركة  M17و  MRSالصمبين 
تم نقل  .ساعة ىوائيا ولاىوائيا عمى التوالي 48حضنت الأطباق لمدة 

كل مستعمرة مختمفة في الشكل والقوام والصفات الظاىرية إلى أنبوبة 
وتم   MRSمل تحوي عمى الوسط الزرعي الصمب 10ذات حجم 

ساعة لتييئتيا لمفحوصات الكيموحيوية  48م لمدة o 30 عندتنميتيا 
 الانواع والسلالات من بكتريا حامض اللاكتيك وكما فيلموصول الى 

Harrigan and McCance ( ،5532 و )Atlas  ،واخرون
مركبي النكية ثنائي الاسيتل والاسيتيون  استخلاص وتقديرتم (.5551)

اذ تم Kobayashi ( ،4331)كما جاء في الطريقة المعتمدة في 
المستخدم الزرعي  ترشيح الوسط بعدمركب ثنائي الاسيتل استخلاص 

بأستخدام ورق ترشيح من نوع الداي استيل مركب النكية لانتاج 
Whattman 2  بخير الدوار متم تقطير الراشح بأستخدام جياز ال، ثم

Rotay evaporater  1حين الحصول عمى لم  44عند درجة حرارة 
اما في حالة  م لحين الاستخدام. 2درجة ند حفظ الراشح عثم ي ومل من

فانو بعد ترشيح الوسط الزرعي  مركب الاسيتيونخلاص وتقدير است
اضافة الكحول الاثيمي المستخدم لانتاجو من خلال اوراق الترشيح تم 

دقائق  1الرج لمدة  باستخدامجيدا"  مزج الذيبحجم مساوي لحجم الراشح 
مل  1لحين الحصول عمى  الدوار بخرمثم وضعت العينة في جياز ال

ولاكمال م لحين الاستخدام. 2حفظ عمى درجة الذي ر من الراشح المقط
كل  مل من 3.1تم خمط الاستخلاص والتقدير لكلا مركبي النكية فقد 

مل محمول  3.1مع  من ثنائي الاسيتل والاسيتيونالراشح المقطر  من
 4 يفثم اض ،3( وضبط رقم الييدروجين عند 1µفوسفات البوتاسيوم )

مزجت و   Ethyl acetateمن مل  3.1و   Pentanone-2مل من 
النبذ المركزي عمى  اجري ليا بعدىادقيقة  4عينة جيدا" مع الرج لمدة ال

الطبقة العضوية العميا في انبوب  تدورة/دقيقة واخذ 53333سرعة 
 يابأستخـدام جيـاز كروموتوغـراف قدير مركبي النكية في العيناتالنبذ.تم ت

 High performance liquidالسائل ذو الاداء الفائـق 

chromatography method (HPLC)  نوع SHIMADZU 
-Shim-Pack 15c)ياباني المنشأ( واستخدم عمود الفصل من نوع 

07/51504 mn وجياز الكاشفDetecter   نوعFluorescence  اما
وتم ضبط معدل جريان  SHIMADZUجياز الضخ فكان من نوع 
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قياسية المحاليل ال استخدامتم وقد مل /دقيقة. 4النموذج عمى 
  Flukaلمركبي ثنائي الاسيتل والاسيتيون المجيزة من شركة 

لإجراء تطفير السلالات التي ىي قيد البحث تم اتباع  الامريكية.
تم  اذ Vadeboncoeur and Moineaus ( ،4331) في ماجاء

يحتوي  انبوب زجاجيتنمية كل من مستعمرات السلالات الأربع في 
 6م لمدة °30  عند  MRSالزرعي السائل مل من الوسط  10

عند سرعة مركزي لمخلايا البكتيرية النبذ ساعات، ثم اجري ال
مل من المحمول  10ومن ثم غسميا بإستخدام  دوره/ دقيقة0133

 Sodium phosphate buffer (100المنظم فوسفات الصوديوم 
مل من  1(، ثم اعيد تعميقييا في 7ممي مولار وأس ىيدروجيني 

مل لكل من  1تم مزج عالق الخلايا مع  بعدىا  لمحمول المنظم.ا
  Acridine orangeأو   Bromouracil-المادتين المطفريين 
الألمانية ليصبح التركيز   Riedel Dehaneوالمجيزين من شركة

  م° 30حرارة  عندحضن المزيج ثم مايكروغرام/مل  100لكل منيا 
بذ المركزي لممحمول, ثم تم أجريت عممية النبعدىا  لمدة ساعة.

مل  10أعيد تعميق الخلايا في و  مل من المحمول المنظم 2غسمو بـ 
. الخلايا المتحصل عمييا MRSمن الوسط الزرعي السائل 
مرة بإستخدام المحمول المنظم  100والمعاممة بالمطفرات تم تخفيفيا 

 من فوسفات الصوديوم وتم خمطيا لمدة دقيقة واحدة ثم زرعت عمى
-75لمحصول عمى أعداد ما بين  MRSالوسط الزرعي الصمب 

أخذت مستعمرتين ناميتين من ثم مستعمرة في كل طبق بتري.  100
أعتمادا عمى الصفات  من المطفراتكل مزرعة لكل معاممة 

الظاىرية وأعطيت ليا رموزا خاصة وأستخدمت في التجارب اللاحقة 
ع حفظ في أنابيب تم عمل مزار  كما (.20-4وكما في الجدول )

 عندمحكمة الغمق من السلالات المطفرة والتي حفظت في الثلاجة 
 أسابيع. 4، والتي اعيد تجديدىا كل °م4درجة حرارة 

, MRSمل من الوسط الزرعي السائل  100حُضر 
مل من السلالات البكتيرية المطفرة. بعد  10والذي لقح بمقدار 

تم أستخلاص كل م °30ساعة في درجة حرارة  18الحضن لمدة 
من ثنائي الأسيتيل والأسيتيون الناتجان وقد كررت العممية لغاية 

 خمسة عشر نقمة.
تم تحميل نتائج التجارب بإستخدام طريقة النموذج 

ضمن البرنامج الأحصائي  General linear modelالخطي العام
لغرض دراسة تأثير العوامل وفق  (SAS  ،4335)الجاىز 

 Complete random designي الكامل التصميم العشوائ

(CRD)  مع التداخلات. كما أجري أختبار دنكن(Duncan  ،
بين متوسطات العوامل المؤثرة  لتحديد معنوية الفروقات ما  (5511

 (.0.05عمى الصفات المدروسة عند مستوى أحتمالية )
 والمنتاقشة النتتائج

حيوية الصفات المظيرية والمزرعية والكيمو (5)يبين الجدول
تم الحصول لمسلالات المعزولة والتي تم العزل عمى أساسيا اذ 

عمى أربع عزلات من بكتيريا حامض اللاكتيك بعد تنميتيا عمى وسط 
MRS وىي:  حميةوالمعزولة من نماذج الألبان المتخمرة الم

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis  وLactococcus 

lactis subsp. lactis   وLeuconostoc mesenteroides 

subsp. mesenteroides  وLeuconostoc mesenteroides 

subsp. cremoris.  تبين بعد استخدام التصبيغ بصبغة كرام بأن
العزلات المتحصل عمييا كانت موجبة تجاىيا وعند أختبار قدرتيا في 
تكوين السبورات تبين أنيا غير مكونة لمسبورات وتعطي تفاعل سمبي 

ه انزيم  الكاتاليز. أن ىذه الصفات ىي صفات عامة لجميع أنواع تجا
 وتتطابق ىذه النتائج مع ماتوصمت اليو الدراسات السابقة LABبكتيريا 

Tserovska ( ،و 4334واخرون )Miyoshi ( ،و4330واخرون ) 

Guessas وKihal( ،4332.) أظير جنسيLactococcus   قابميتيما
 Leuconostocز عمى عكس جنسي من الكموكو  CO2عمى إنتاج 

التي  Mixed culturesوىذا يوضح سبب استخدام المزارع المختمطة
 CO2تضم كلا الجنسين في تخمير الجبن لقابمية الاولى عمى إنتاج 

التي تعطي شكل ومزجة الجبن المعروفة ولاسيما الفراغات اليوائية في 
نيوم من الأرجنين بعض أنواع الجبن، أما في حالة اختبار إنتاج الامو 

 Leuconostocفقد كانت النتيجة عكسية حيث أنتجت سلالات الجنس 
من الإنتاج وقد أتفقت ىذه  Lactococcusولم تتمكن سلالات الجنس 

، ويجرى ىذا الفحص لمتمييز Glover ( ،4331)و  Yim النتيجة مع
غير بين مجموعة البكتيريا ذات التخمر المتجانس والبكتيريا ذات التخمر 

المتجانس. كما أظيرت جميع السلالات قابميتيا عمى النمو في كل من 
وىذا يؤكد ° م45ولم تنمو في درجة حرارة ° م37و  15درجات الحرارة 

أن ىذه الأجناس ىي من ضمن مجاميع البكتيريا المتوسطة درجة 
(. ومن النتائج تبين (1999 واخرون،   Cogan ( Mesophlic)الحرارة

باستثناء    NaCl%4ة العزلات المدروسة عمى النمو بتركيز أيضا" قابمي
, بينما لم تستطع  L. mesenteroides  subsp. cremorisبكتيريا 

النمو   .mesenteroides L. mesenteroides  subspسوى بكتيريا 
وذات النتيجة في قابمية ىذه البكتيريا عمى   NaCl %6.5في تركيز

 MRSبعد تنميتيا عمى الوسط الزرعي  Dextran)إنتاج الدكستران )

agar  الذي يحتوي عمى السكروز, بينما كانت الوحيدة غير القادرة عمى
إنتاج الأسيتيون من الكموكوز مقارنة ببقية العزلات إذ أن العزلات التي 
ليا ىذه القدرة تنتمي إلى مجموعة البكتيريا ذات التخمر غير المتجانس 

لقدرة  اما( Prescott ) 2,3-Buttanediol  ،4331والتي تنتج 
البكتيريا قيد الدراسة عمى تخمير السكريات المختمفة والمذكورة في 

القدرة عمى تخمير  Lactococcusفقد اظير جنسي الـ  .1الجدول 
 .L. mesenteroides subspجميع سكريات الاختبار وأظيرجنس 

mesenteroides  تيريا نتيجة مماثمة بينما لم تظير سلالة بكL. 

mesenteroides subsp. cremoris  القدرة عمى تخمير سكر
Ribose و Arabinose ،  Xylose , Fructose , Mannitol , 

Sorbitol , Cellobiose ,Saccharose  وRaffinose.
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 لات المعزولة  من منتتجات الالبانلمسلا المظهرية والمزرعية والكيموحيوية: الصفات  2جدول 
Leuconostoc  

mesentroides 

subsp     

cremries 

Leuconostoc  

mesenteroies 

subsp   

mesenteroieds 

diactylactis    
  sLactococcus lacti

 subsp 

Lactococcus     

lactis       subsp 

lactis 
Biochemical and cultural  

Characterization of  strains 

+ + + + Gram stain reactions 

- - - - Spore formation 

- - - - Catalase activity 

+ + - - Co2 from glucose 

- - + + NH3 from arginine 

+ + + + 15 Growth at  

temp. 
o
 c 

 
+ + + + 37 
- - - - 45 
- + + + 4 Growth in 

medium with 

Nacl % - + - - 6.5 

- + - - Dextran from 

sucrose 
Production of 

+ - + + Acetoin from 

glucose 
- + + + Arabinose 

Sugar 

fermentation 

+ + + + Ribose 

- + + + xylose 

+ + + + Galactose 

- + + + Fructose 

- + + + Mannitol 

- - + + Sorbitol 

- + + + Cellobiose 

+ + + + Maltose 

+ + + + Lactose 

+ + + + Melibiose 

- + + + Saccharose 

+ + + + Trehalose 

- 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

Raffinose 

 ان جميع العزلات كان شكمها بيضوي*
 

 والأسيتيون من العزلات إنتتاج مركبي النتكهة ثنتائي الأسيتيل
ثنائي  متوسط إنتاج مركب النكية .5يظير الشكل 

الأسيتيل لمسلالات الأربعة المعزولة. يتبين من النتائج أن أعمى 
كان من قبل بكتيريا  كمية منتجة من ثنائي الأسيتيل

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis  19.9وبكمية 

 Lactococcus lactis subsp. lactis 18.05ممغم/لتر تمتيا بكتيريا 
 .Leuconostoc mesenteroides subspممغم/لتر ثم 

mesenteroides  (7.3 بينما كانت بكتيريا )ممغم/لتر 
Leuconostoc mesenteroides subsp. Cremoris (6.3 

بالنسبة لإنتاجية ىذه السلالات من الأسيتيون فقد  ممغم/لتر(. أما
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من قبل نفس السلالات وشممت ظروف تنمية  .4وضحيا الشكل 
، إذ تبين أن أعمى  2.5م ورقم الييدروجين o 03 عندالبكتيريا 

 .Leuconostoc  mesenteroides subspإنتاجية كانت لبكتيريا

cremoris  ية ىي لجنس أقل إنتاجوان ممغم/لتر,  172وبكمية
Lactococcus lactis subsp. lactis 152.5  ممغم/لتر, بينما

 Leuconostoc mesenteroidesتوسطت كل من بكتيريا 

subsp. mesenteroides  وLactococcus lactis subsp. 

diacetylactis  ممغم/لتر و  169.9في إنتاج الأسيتيون بمقدار
يضا من النتائج في ممغم/لتر عمى التوالي. كما لوحظ أ 160.9

الشكمين بأن الكمية المنتجة من مركب ثنائي الأسيتيل كانت أقل 
عند الرجوع  من كمية الأسيتيون في جميع السلالات المدروسة.

لممسارات الأيضية لتكوين المركبين لوحظ ان الأسيتيون يعد مركبا 
ى وسطيا في عممية التخمر غير المتجانس والذي قد يتحول فيما بعـد إل

2,3-Buttanediol  وىو مسار ثابت في عممية التخمر غير المتجانس
بالإضافة إلى تحول ثنائي الأسيتيل إلى أسيتيون في ظروف نقص 

 ,.Diacetyl reductase (Bassit et alالأوكسجين لزيادة نشاط أنزيم 

أما بالنسبة لثنائي الأسيتيل فان انتاجو يكون من خلال مسمك  (1993
وىو تفاعل قمق   acetolactate α–ريق أكسدة المركبواحد ىو عن ط

تمقائيا  CO2قد يتحول الى ثنائي الأسيتيل أو أسيتيون بفقدان جزيئة 
(Boumerdassi ،4333) اتفقت النتائج مع ماذكره كل من .

McSweeney  وSousa ( ،4333 و )Midje ( ،4333واخرون.)  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

يتيل والأسيتيون من عزلات بكتيريا إنتتاج مركبي ثنتائي الأس
تم قياس مستوى إنتاج كل من المركبين لمطفرة.حامض اللاكتيك ا

ثنائي الأسيتيل والأسيتيون لسلالات مختمفة من بكتيريا حامض 
اللاكتيك المستخدمة في الدراسة والتي تم تطفيرىا باستخدام مادتين 

   Bromouracil (B) -5مطفرتين كل منيما عمى حدا ىما
وتم الحصول عمى ثمان عزلات   Acridine orange (A)و

إنتاجية ىذه السلالات  .4مختمفة الإنتاجية لممركبين. يظير الجدول 
المطفرة لكل من ثنائي الأسيتيل والأسيتيون مقدرة بممغم/لتر وقد 
سجمت أعمى إنتاجية غير معنوية لمركب ثنائي الأسيتيل من قبل 

ممغم/لتر1A (24.30  )لتر( ثم تمتيا ممغم/ 24.50)  2Aالسلالة 
بينما كان الفرق معنويا" مع السلالة التالية من ناحية الإنتاجية وىي 

2B (20.95  ثم تمييا السلالة )1ممغم/لترB  (19.70  )ممغم/لتر
  3Aوالمتان لا يوجد بينيما فرق معنوي ثم تمتيا وبفارق معنوي 

 7.60و  8.30,  8.45,  9.15وبتراكيز ) 4Bو 3Bو 4Aو
ممغم/لتر( عمى التوالي، ولم يكن ىناك فرق معنوي بين السلالات 
الأربعة الأخيرة. أما بالنسبة لإنتاجية ىذه السلالات من الأسيتيون 

فقد سجمت جميع السلالات المطفرة إنتاجية أعمى مقارنة بالأبوية وكانت 
 ممغم/لتر( أعمى إنتاجية وكانت غير معنوية 178.75) 4Bالسلالة 

و  178.00وبتراكيز   3Bو  4Aمقارنة مع السلالتين التاليتين وىما
 1Aو   B 1و 3Aعمى التوالي. ثم تمتيا السلالات  ممغم/لتر 177.50

أن إنتاجية السلالات التي اختمفت عن بعضيا معنويا". 2Aو  2Bو 
من ثنائي الأسيتيل سجمت أعمى  Bromouracil-5المطفرة باستخدام 

 .Lنة بالسلالات الابوية ولجميع العزلات بأستثناء بكتيرياإنتاجية لو مقار 

lactis subsp. diacetylactis  أما بالنسبة لمسلالات المطفرة .
فقد كان إنتاج جميع السلالات المطفّرة  Acridine orangeباستخدام 

من ثنائي الأسيتيل أعمى من السلالة الأبوية ولجميع العزلات. أن 
فرة قد يؤدي إلى حدوث طفرات عشوائية في الجينات استخدام المواد المط

المسؤولة عن بناء الأنزيمات المشاركة في أيض السترات وتكوين 
 ALDHالمسؤول عن إنتاج أنزيم  aldBمركبات النكية كتعطيل جين 

وبالتالي زيادة في إنتاج   ALDمما يؤدي إلى تراكم كميات كبيرة من
 LDHمع ضعف في إنتاج  ثنائي الأسيتيل لاسيما إذا تزامنت

(Monnet  ،و  4333واخرونNielsen  ،4330واخرون.) 
 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

تر
/ل
غم

مل

1 2 3 4
Diacetyl  

 لمسلالات المعزولة مقدرة بممغم/لتر . متوسط إنتتاج ثنتائي الأسيتيل2شكل ال
1: Lactococcus lactis subsp. diacetylactis,  

              2: Lactococcus lactis subsp. lactis, 
                                                   3: Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides,  

                                         4: Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
 

140

145

150

155

160

165

170

175

تر
/ل
غم

مل

1 2 3 4
Acetoin

 لمسلالات المعزولة مقدرة بممغم/لتر . متوسط إنتتاج الأسيتيون3شكل 
 1: Lactococcus lactis subsp. diacetylactis,  

2: Lactococcus lactis subsp. lactis,  

3: Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, 

 4: Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 
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-5. إنتتددداج مركبدددي ثنتدددائي الأسددديتيل والأسددديتيون )ممغم/لتدددر(من عدددزلات مختمفدددة مدددن بكتيريدددا حدددامض اللاكتيدددك المطفدددرة بكدددل مدددن 3جددددول ال

Bromouracil وAcridine orange 

 
 السلالات ت

لون 
 المستعمرة

تر( قبل التطفير الكمية )ممغم/ل
 من:

 الكمية )ممغم/لتر( بعد التطفير من:

 الأسيتيون  ثنتائي الأسيتيل   الأسيتيون  ثنتائي الأسيتيل  

1 
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis B  كريمي 

19.9 

 

160.9 

 

3.03±55.33 

b 

3.43±521.53 

c 

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis A  42.03±3.23 كريمي 

a 

3.03±523.33 

d 

2 Lactococcus lactis subsp. lactis B 
 

 كريمي
18.05 152.5 

3.11±43.51 

b 

3.03±514.53 

e 

Lactococcus lactis subsp. lactis A 
 

 42.13±5.03 كريمي

a 

3.01±512.41 

f 

3 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides B 
 

 كريمي
7.3 

169.9 

 

3.43±4.03 

c 

3.23±533.13 

a 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides A 5.51±3.51 كريمي 

c 

3.01±532.51 

b 

4 
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris B كريمي 

6.3 172.0 

3.43±3.23 

c 

3.41±534.31 

a 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris A 4.21±.3.2 كريمي 

c 

3.23±534.33 

a 

a-f 0.05: الأحرف المتشابهة في العمود الواحد لا تختمف معنتويا عنتد مستوى احتمالية. 
B 5= تشير إلى السلالة المطفرة باستخدام المادة الكيمياوية-Bromouracil  .Aتشير إلى السلالة المطفرة باستخدام المادة الكيمياوية =Acridine orange  .   

 
ا بالنسبة لإنتاجية ىذه العزلات المطفرة من الأسيتيون، إذ أنو فيما أم

فقد أظيرت   Bromouracil-5يخص السلالات المطفرة بـاستخدام
جميع السلالات زيادة في إنتاج الأسيتيون مقارنة بالسلالات الأبوية, 
كذلك الحال بالنسبة لمسلالات المطفرة بالأكردين باستثناء بكتيريا 

L. lactis subsp. diacetylactis  والتي أظيرت سابقا عدم
حدوث تغير بالإنتاجية لمثنائي الأسيتيل مقارنة بالسلالة الابوية 
فربما عانت ىذه العزلة من حدوث طفرة في الجين المسؤول عن 

وأدت إلى تعطيمو مما أدى إلى زيادة إنتاج الأسيتيون    LDHبناء الـ
– Goupil، التي اتفقت مع ماوجده مقارنة بإنتاج  ثنائي الأسيتيل.

Feuillerat ( ،4333واخرون ) أو قد تسبب ىذه الطفرات تسريع
عممية تحول الكموكوز إلى أسيتيون في ظروف لاىوائية وكانت 

و  Hugenholtzو  5553واخرون،  Boumerdassi) متفقة مع
Kleerebzem ،5553.)  

 
 Acridineو Bromouracil-5ثباتية السلالات المطفرة بكل من 

orange  بعد نتقلات متعددةوالأسيتيون في إنتتاج مركب ثنتائي الأسيتيل 
ثباتية السلالات المطفرة في أنتاج مركب ثنائي  . 0 يبين الجدول

تبين وجود ثباتية عالية في الإنتاج  اذالأسيتيل بعد نقلات متعددة، 
 ولجميع السلالات بعد عدة نقلات, ويظير الجدول أيضا عدم وجود

الأسيتيل من قبل عزلات بكتيريا  فروق معنوية في إنتاج ثنائي
نقمة عند مستوى احتمالية  15حامض اللاكتيك المدروسة بعد 

p<0.05) لوحظ من النتائج وجود فروقات حسابية وىي غير معنوية .)
النقمة الخامسة عشر ولجميع عند لبعض العزلات المطفرة تمثمت 

و  L. lactis subsp. lactis (B)لسلالتين ت الطافرة باستثناء االسلالا
L. mesenteroides subsp. mesenteroides (B)  المتان أظيرتا

قيم منخفضو في كمية ثنائي الأسيتيل المنتج من قبل العزلات الطافرة 
اما عن ثباتية دون وجود فروق معنوية.  15و  10عند النقمتين 

 Acridine orangeو Bromouracil-5السلالات المطفرة بكل من 
اذ  .4الجدول فقد وضحيا في إنتاج مركب الأسيتيون بعد نقلات متعددة 

 Lactococcus lactisنثباتية عالية لإنتاج السلالتين المطفرتيبين 

subsp.  diacetylactis (B) وLactococcus lactis subsp. 

diacetylactis (A)   مع وجود اختلافات طفيفة لم تصل الى المستوى
 .Lactococcus lactis subspلمعنوي بالنسبة لمسلالة ا

diacetylactis (A)  أما بالنسبة لمسلالة 15في النقمة .
Lactococcus lactis subsp. lactis (B)  فقد كان ىناك انخفاض
دون وجود فرق معنوي  15طفيف في كمية الأسيتيون المنتج عند النقمة 

 .Lactococcus lactis subspبينما كانت الفروق معنوية لمسلالة

lactis (A)   كما لوحظ من النتائج عدم وجود 15و 10عند النقمتين .
فروق معنوية في كمية الأسيتيون المنتج من قبل السلالة 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (B)  

إذ انخفضت القيمة بشكل طفيف  15ولجميع النقلات باستثناء النقمة 
لم تصل الى المستوى المعنوي  أيضا" للأسيتيون المنتج من قبل  ولكنيا
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 .Leuconostoc mesenteroides subspالسلالة 

mesenteroides (A)  أما بالنسبة لمسلالة 15و 10عند النقمتين .
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (B) 

د النقمة فموحظ وجود انخفاض طفيف  في كمية الأسيتيون المنتج عن
دون وجود فرق معنوي بينما كانت القيم حسابية وغير معنوية  15

 Leuconostocبالنسبة لمسلالة (p<0.05)أيضا"عند

mesenteroides subsp. cremoris (A)  10عند النقمتين 
ثباتية الإنتاج بعد نقلات متعددة ولجميع السلالات المطفرة ان .15و

عمى أن الطفرات المتحصل عمييا  ولكلا العامميّن المطفريّن دل ذلك
ىي من نوع الطفرات الصغرى التي تحدث عمى مستوى الجين 
والتي تتميز بثباتيتيا العالية وعدم حدوث تدىور بالتغيرات التي تم 
الحصول عمييا بالتطفير وقد دل ذلك عمى فعالية المطفرات 

نتاج المستخدمة في ىذه الدراسة. أما ثباتية السلالات المطفرة في إ
الأسيتيون والذي أظير ثباتية عالية للإنتاج ولجميع السلالات بأستثناء 

lactis subsp. lactis .L  والمطفرة بالـAcridine orange  والتي
سجمت انخفاضا بسيطا في الإنتاج في النقمة العاشرة والخامسة عشر 

-5ممغم/لتر عمى التوالي، وكذلك  الحال بـ  154.50و 155.70وبواقع 

Bromouracil  ممغم/لتر وأكثرىا تأثرا  177.70اذ كانت  15في النقمة
 L. mesenteroides subsp. cremorisبالنقلات كانت السلالة 

ممغم/لتر( وىذا  176.95) 15في النقمة Acridine orange المطفرة بـ 
يدل عمى أن البكتيريا التي عانت من تدىور في ثباتية الطفرة ربما كانت 

 Major لتي حدثت في الجينات ىي من الطفرات الكبرى الطفرات ا

mutants .والتي تتغير فعاليتيا بعد فترة من الزمن 

 
 
 بعد نتقلات متعددة في إنتتاج ثنتائي الأسيتيل)ممغم/لتر( Acridine orangeو Bromouracil-5من  ثباتية السلالات المطفرة بكل .4جدول ال

 
 السلالات

                                       

 عدد النقلات
 ( بعد نقلات متعددة(mg/Lكمية ثنائي الأسيتيل 

0 5 10 15 

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis B  3.03±55.33 

b 

3.03±55.33 

b 

3.03±55.33 

b 

3.03±55.13 

b 

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis A  3.23±42.03 

a 

3.23±42.03 

a 

3.23±42.03 

a 

3.13±42.33 

a 

Lactococcus lactis subsp. lactis B 
 

3.11±43.51 

b 

3.11±43.51 

b 

3.21±43.41 

b 

3.33±43.43 

b 

Lactococcus lactis subsp. lactis A 
5.03±42.13 

a 
5.03±42.13 

a 
5.03±42.13 

a 
5.51±42.01 

a 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 

mesenteroides B 
3.43±4.03 

c 

3.43±4.03 

c 

3.41±4.41 

c 

3.41±4.31 

c 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 

mesenteroides A 
3.51±5.51 

c 

3.51±5.51 

c 

3.51±5.51 

c 

3.41±5.31 

c 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris B 
3.43±3.23 

c 

3.43±3.23 

c 

3.43±3.23 

c 

3.53±3.23 

c 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris A 
3.41±4.21 

c 

3.41±4.21 

c 

3.41±4.21 

c 

3.43±4.23 

c 

a-c 0.05: الأحرف المتشابهة في العمود الواحد لا تختمف معنتويا عنتد مستوى احتمالية. 
B 5= تشير إلى السلالة المطفرة باستخدام المادة الكيمياوية-Bromouracil  .Aالمادة الكيمياوية = تشير إلى السلالة المطفرة باستخدامAcridine orange  .   
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 بعد نتقلات متعددة في إنتتاج الأسيتيون)ممغم/لتر( Acridine orangeو Bromouracil-5ثباتية السلالات المطفرة بكل من  .5جدول ال
 

 السلالات
                                       

 عدد النقلات
 بعد نقلات متعددة ((mg/Lكمية ثنائي الأسيتيل 

0 5 10 15 

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis B  3.43±521.53 

c 

3.43±521.53 

c 

3.43±521.53 

c 

3.21±522.21 

c 

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis A  3.03±523.33 

d 

3.03±523.33 

d 

3.03±523.33 

d 

3.21±515.21 

d 

Lactococcus lactis subsp. lactis B 
3.03±514.53 

e 

3.03±514.53 

e 

3.03±514.53 

d 

3.41±514.01 

d 

Lactococcus lactis subsp. lactis A 
3.01±512.41 

f 

3.01±512.41 

f 

5.13±511.33 

e 

5.43±512.13 

e 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 

mesenteroides B 
3.23±533.13 

a 

3.23±533.13 

a 

3.23±533.13 

a 

3.31±532.51 

ab 

Leuconostoc mesenteroides subsp. 

mesenteroides A 
3.01±532.51 

b 

3.01±532.51 

b 

3.21±532.21 

b 

5.53±532.43 

b 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris B 
3.41±534.31 

a 

3.41±534.31 

a 

3.41±534.31 

a 

5.03±533.33 

a 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris A 
3.23±534.33 

a 

3.23±534.33 

a 

3.23±534.33 

a 
3.21±532.51 

ab 

f -a 0.05: الأحرف المتشابهة في العمود الواحد لا تختمف معنتويا عنتد مستوى احتمالية. 
B 5= تشير إلى السلالة المطفرة باستخدام المادة الكيمياوية-Bromouracil  .Aدة الكيمياوية= تشير إلى السلالة المطفرة باستخدام الماAcridine orange  .   
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