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 الخلاصة
من نموذج للمخللات التالفة وتم إكثار البكترٌا  Lactobacillus brevisعزلت سلالة محلٌة من بكترٌا       

السائل تمٌزت السلالة بالفعالٌة العالٌة لإنزٌم المانٌتول  (Bioconversion medium, MRS)فً وسط 

ة والخلاٌا المقٌدة فً هلام ألجٌنات الكالسٌوم لإنتاج المانٌتول فً دٌهاٌدروجٌنٌز. استخدمت الخلاٌا الحر
م وبتركٌز خلاٌا قدر   37ْوسط التحول الحٌوي. وصل أعلى إنتاج بعد أربعة أٌام من الحضن بدرجة حرارة 

2 × 6
ر ثانٌة إلى انخفاض بسٌط فً قدرتها على الإنتاج وكان التأثٌمل. أدى استخدام الخلاٌا مرة /خلٌة 10

أقل فً الخلاٌا المقٌدة. أدت زٌادة تركٌز الفركتوز إلى ارتفاع ملحوظ فً الإنتاج بٌنما لم ٌؤثر ذلك لدى 
ستخدمت الطرٌقة المستمرة فً عمود زجاجً البوتاسٌوم الدارئ كوسط للتحول. ااستخدام محلول فوسفات 

رعة سرٌان محلول الفركتوز فً لإنتاج المانٌتول من الخلاٌا المقٌدة ولوحظ وجود علاقة عكسٌة بٌن س
العمود وحاصل المانٌتول ولكن كمٌة الحاصل المنتج فً وحدة الزمن كانت أكبر فً السرعات العالٌة, لذلك 

 ٌفضل استخدام سرعات سرٌان عالٌة مع إعادة التدوٌر أكثر من مرة للوصول إلى درجة التحول المطلوبة.
 .Lactobacillus brevisنٌز, كلمات دالة: مانٌتول, مانٌتول دٌهاٌدروجٌ

 
 42/3/3143  وقبوله   41/41/3144تارٌخ تسلم البحث  

 

 المقدمة
فً السنوات الأخٌرة ازداد الطلب العالمً على الكحولات السكرٌة كثٌراً بسبب المٌزات التً تتمتع بها والتً 

ٌة فً الأغذٌة لأنها ذات سعرات تفٌد فً حل الكثٌر من المشكلات التغذوٌة والصحٌة فهً تستخدم كمواد محل
حرارٌة منخفضة بالمقارنة مع السكرٌات الأخرى وهذ  الأغذٌة تصلح للأشخاص الذي ٌعانون من السمنة 
فضلاً عن إمكانٌة استخدامها فً المنتجات الغذائٌة لمرضى السكري لأنها تتأٌض بصورة جزئٌة فً الجسم و 

الكحولات السكرٌة المهمة, فبالإضافة إلى استخداماته السابقة فهو  عدم حاجتها للإنسٌولٌن. ٌعد المانٌتول من
( كما ٌستخدم لتقلٌل 2000, وآخرون Korakli؛ Kim ,1998و  Yunٌعد من المركبات الدوائٌة المهمة )

(. وفً المجال الصناعً ٌستخدم 1999, وآخرون Soetaert)الاستسقاء الخلوي وزٌادة إفراز الكلً 
والتً تعد بدورها مواداً أولٌةً  (polyether)والإٌثر المتعدد  (polyester)اج الإستر المتعدد المانٌتول فً إنت

  (.2007وآخرون,  Ladero) (Foamed plastic)لإنتاج البلاستٌك الرغوي 

تستخدم بضع طرائق فً إنتاج المانٌتول منها طرٌقة الهدرجة الكٌمٌائٌة والتً تعانً من وجود بعض       
وبات مثل الحاجة إلى استخدام ضغط وحرارة عالٌٌن لهدرجة خلٌط الفركتوز والكلوكوز فً محلول الصع

( وتتطلب توفٌر مواد أولٌة نقٌة 1985وآخرون,  Makkeeمائً مع توفر العوامل المساعدة مثل النٌكل )

راسات فً الوقت كالفركتوز والهٌدروجٌن مما ٌؤدي إلى زٌادة تكالٌف عملٌات الإنتاج, لهذا اتجهت الد
الحاضر إلى الإنتاج المباشر للكحولات السكرٌة باستخدام الإنزٌمات والأحٌاء المجهرٌة مثل البكترٌا 

. تعد الطرائق المعتمدة على البكترٌا أكثر (2002aوآخرون,   (Weymarnوالخمائر والفطرٌات الخٌطٌة

نتاج وان كلاً من الخمائر والفطرٌات الخٌطٌة لها إٌجابٌة فً إنتاجها للمانٌتول لعدة أسباب منها أن سرعة الإ
المقدرة على إنتاج المانٌتول ولكن بكمٌات قلٌلة علاوة على صعوبة وتعقٌد عملٌة التنقٌة ولاسٌما مع الخمائر 
لوجود تراكٌز عالٌة من الكلٌسرول فً المزرعة فضلاً عن قابلٌتهما على استهلاك المانٌتول المنتج عند نفاذ 

كفاءة فً ت الأولٌة. لهذ  الأسباب تعد البكترٌا ولاسٌما بكترٌا حامض اللاكتٌك مختلطة التخمر أكثر السكرٌا
 إنتاج المانٌتول إذ تحول الفركتوز إلى مانٌتول مباشرة بفعل إنزٌم المانٌتول دٌهاٌدروجٌنٌز

 

 
 البحث مستل من أطروحة دكتورا  للباحث الثالث.
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(Mannitol dehydrogenase, MDH).  وٌتم إنتاج المانٌتول من هذ  البكترٌا لتقلٌل تكالٌف الإنتاج
 (.2002a وآخرون, Weymarn ؛ 1999, 1990وآخرون,  Soetaertوالتنقٌة والحصول على ناتج أكبر )

والمعزولة  من    Lactobacillus brevis  بكترٌا   المانٌتول  من  إلى إنتاج  سكر  هدف البحث
بطرٌقة  (BCM)على وسط التحول الحٌوي  بتنمٌة الخلاٌا الحرة والخلاٌا المقٌدةوذلك التالفة  المخللات

 فضلاً عن إنتاج المانٌتول بالطرٌقة المستمرة باستخدام الخلاٌا المقٌدة .  الوجبات
 

 البحث وطرائقهمواد 
تم الحصول على بعض العزلات من بكترٌا حامض  :Lactobacillus brevisعزل و تنمية بكتريا 

السائل والمذكور  MRSوتم إكثار الخلاٌا فً وسط  التالفة لاكتٌك مختلطة التخمر من أحد نماذج المخللاتال
ثم اختبرت انتاجٌتها من إنزٌم المانٌتول دٌهاٌدروجٌنٌز. أختٌرت   McCance (1976)و  Harriganفً 

والكٌموحٌوٌة ووجد أنها من نوع   أجرٌت علٌها  سلسلة من الإختبارات المورفولوجٌة و العزلة الأعلى إنتاجاً 
Lb. brevis. 

استخدمت البكترٌا فً إنتاج المانٌتول بتنمٌتها فً وسط التحول الحٌوي   إنتاج المانيتول:
(Bioconversion medium, BCM)  (2002)والموصوف من قبل Weymarn  .مع بعض التحوٌر

غم,   60غم, فركتوز 0.25لخمٌرة  غم, مستخلص ا 0.5حضر الوسط من المكونات الآتٌة: تربتون 
 0.01غم, كبرٌتات المنغنٌز  0.2غم, كبرٌتات المغنٌسٌوم   2غم,  فوسفات البوتاسٌوم الثنائٌة    10كلوكوز

وعقم الوسط ثم لقح  5غم. أذٌبت المكونات فً لتر واحد من الماء المقطر وضبط الأس الهٌدروجٌنً إلى 
 /دورة  4000أٌام. تم فصل الخلاٌا بالنبذ المركزي بسرعة  3لمدة  م 37ْبالبكترٌا وحضن بدرجة حرارة 

 دقائق واستخدم الراشح فً تقدٌر تركٌز المانٌتول.    10دقٌقة لمدة 
ملاٌكرولٌتر  50أخلذ  Scand (1968.)و  Tibbling قبللاستخدمت الطرٌقة المذكورة من  :تقدٌر المانٌتول  

مللل مللن  1مللٌمللولر( و 87مللل مللن كبرٌتللات الخارصللٌن ) 1مللن العٌنللة )مسللتخلص رائللق( وأضللٌف إلٌلله 
دورة / دقٌقلة  4000مللٌمولر( ومزجت جٌداً بعد كل إضافة ونبذت مركزٌاً بسلرعة  83هٌدروكسٌد البارٌوم )

ملل  0.1مل من الراشح الرائق إلى أنبوبة اختبار ذات غطلاء زجلاجً وأضلٌف إلٌهلا  0.3دقٌقة. نقل  20لمدة 
مللولر(  0.5مللٌملولر ملذاب فللً حلامض الكبرٌتٌلك ) 20تركٌلز   (KIO4)البوتاسللٌوم ملن محللول بٌرأٌودٌلت 
 0.2تركٌلز   (NaASO2)مل من محلول أرسلٌناٌت الصلودٌوم  0.1دقائق. أضٌف  10ومزجت وتركت لمدة 

مللل مللن كاشللف حللامض الكروموتروبٌللك  3دقللائق أو أكثللر بعللد مزجهللا. أضللٌف  5مللولر ثللم تركللت لمللدة 
(Chromotropic acid reagent) دقٌقلة  30. سخنت الأنبوبة المفتوحة فً حمام ملائً بدرجلة الغلٌلان لملدة

ثم أعٌد الغطاء بعد دقٌقة واحدة من انتهاء المدة. بردت الأنبوبة إلى درجة حلرارة الغرفلة وسلجل الامتصلاص 
ون ملن اللذي ٌتكل (Blank)نانومٌتر بعد أن صلفر الجهلاز بمحللول التصلفٌر  570الضوئً على طول موجً 

جمٌع المواد المذكورة أعلا  مع استبدال العٌنة بالماء المقطر. تم حساب تركٌز المانٌتول بعملل منحنلى قٌاسلً 
 %.0.6و  0.5و  0.4و  0.3و  0.2و  0.1له باستعمال تراكٌز 

وصوفة من استخدمت طرٌقة الكمٌة لتقدٌر الفعالٌة الإنزٌمٌة الم :فعالية إنزيم المانيتول ديهايدروجينيزتقدٌر 
( والتً إعتمدت على أكسدة المانٌتول إلى فركتوز بوجود الإنزٌم 1963وآخرون ) Martinezقبل الباحثٌن 

 وفق المعادلة الآتٌة : -NADالمذكور وبمساعدة المرافق الإنزٌمً 

 
 
 
 

مل   0.2( و7.6مللٌمولر, برقم هٌدروجٌنً  60) مل من محلول فوسفات البوتاسٌوم الداريء 1مزج       

( (-NAD  النٌوكلٌوتٌد أدٌنٌن ثنائً  نٌكوتٌناماٌد   مل من محلول 1 ومولر(  0.5محلول المانٌتول ) من 
 0.1م. أضٌف  37ْالماء المقطر فً أنبوبة اختبار مع ضبط درجة الحرارة على مل من   0.8و مللٌمولر( 5)

 340الإمتصاص الضوئً على طول موجً مل من العٌنة )المحلول الإنزٌمً( مع المزج. سجل التغٌر فً 
بنفس الطرٌقة مع استبدال الإنزٌم   (Blank) نانومٌتر خلال خمس دقائق. تم تحضٌر محلول التصفٌر
 :بالمحلول الدارئ. تم حساب فعالٌة الإنزٌم من المعادلة الآتٌة

Mannitol            

D - mannitol +  - NAD                                 D - Fructose +  - NADH   
                                             dehydrogenase                                                         
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 df×  3.1× ارنة ( الامتصاص الضوئً للمق –مل( = ) الامتصاص الضوئً للعٌنة  /تركٌز الإنزٌم )وحدة
 ×6.22  ×10. 

 -NAD= المكافًء الجزٌئً لـ  6.22= ثابت التخفٌف. df = الحجم الكلً لمحلول التفاعل.   3.1 حٌث:
 بأنها كمٌة  الإنزٌم التً (Enzyme unit, Eu)نانومٌتر. تعرف الوحدة  الإنزٌمٌة   340عند طول  موجً  

 الفركتوز فً الدقٌقة الواحدة تحت ظروف التفاعل.تحول ماٌكرومول واحد من المانتٌول إلى 
لغرض إنتاج المانٌتول من الخلاٌا المقٌدة استخدمت طرٌقة الحجز فً هلام ألجٌنات  :تقٌٌد الخلاٌا البكتٌرٌة

مل من محلول  50بمزج  Bickerstaff (1997)الموصوفة من قبل  (Calcium alginate gel)الكالسٌوم 
مل من معلق الخلاٌا البكتٌرٌة المركز. نقل المزٌج إلى محقنة طبٌة  1مع  %(2)قم ألجٌنات الصودٌوم المع

(Syringe) .( 0.15تم إنزال قطرات المعلق بهدوء من المحقنة إلى سطح محلول كلورٌد الكالسٌوم  )مولر
 مع التحرٌك البطًء للمحلول حٌث تتصلب القطرات للحصول على حبٌبات هلامٌة كروٌة متجانسة تحجز

بداخلها الخلاٌا البكتٌرٌة المقٌدة. تركت حبٌبات الهلام فً المحلول مدة ساعة واحدة لغرض زٌادة صلابتها ثم 
 جمعت ونقلت إلى دورق ٌحتوي على ماء مقطر معقم وخزنت فً الثلاجة لحٌن الاستعمال.

أثٌر بعض العوامل تمت دراسة ت :من الخلاٌا الحرة والمقٌدة بطرٌقة مزارع الوجبات :إنتاج المانيتول
 المزرعٌة فً إنتاج المانٌتول.

أٌام مع  7تم تحضٌن الخلاٌا الحرة فً وسط التحول الحٌوي لمدة  :تأثير مدة الحضن في إنتاج المانيتول
 قٌاس كمٌة المانٌتول الناتجة ٌومٌاً لتحدٌد أفضل مدة للإنتاج.

لاٌا البكتٌرٌة الحٌة فً مزرعة اللقاح والذي بلغ تم حساب عدد الخ :تأثير تركيز الخلايا في إنتاج المانيتول
3×8

و  2و  1بتراكٌز   (BCM)خلٌة / مل ثم لقحت بها أربعة دوارق حاوٌة على وسط التحول الحٌوي  10
6× 4و  3

خلٌة / مل. أما فً حالة الخلاٌا المقٌدة فقد أضٌفت حبٌبات الخلاٌا المقٌدة لإعطاء التراكٌز  10
                م مدة أربعة أٌام تلاها قٌاس كمٌة المانٌتول المنتج. 37ْ. تم الحضن على لخلاٌا البكتٌرٌةالمذكورة أعلا  من ا

تمت استخدام الخلاٌا الحرة والمقٌدة مرتٌن لمعرفة مدى  تأثير تكرار استخدام الخلايا في إنتاج المانيتول:
 ثبات النشاط الحٌوي للخلاٌا فً عملٌة إنتاج المانٌتول.

و  40و  30و  20استخدمت تراكٌز متتالٌة من الفركتوز ) ثير تركيز سكر الفركتوز في إنتاج المانيتول:تأ
غم كلوكوز / لتر من الوسط الغذائً لمعرفة تأثٌر تركٌز الفركتوز فً  10غم / لتر( مع  100و  75و  50

 إنتاج المانٌتول من قبل الخلاٌا الحرة.
بعد تحضٌر حبٌبات الخلاٌا المقٌدة تم تعبئتها فً  :طريقة المستمرةالقيدة بإنتاج المانيتول من الخلايا الم

 %6سم( وغسلت بالماء المقطر وتم إمرار محلول الركٌزة ) 19.5×  1.4عمود زجاجً مزدوج الجدران )
ساعة مع ضبط  /مل   30- 5تراوحت بٌن  (Flow rates)كلوكوز( بسرعات سرٌان  %1فركتوز + 

م حٌث تمت دراسة تأثٌر سرعة السرٌان على الإنتاج وحسبت مدة بقاء الركٌزة  37ى درجة الحرارة عل ْْ
(Residence time) :فً العمود باستخدام العلاقة الآتٌة 

 حجم العمود )مل(                                                  
 مدة بقاء الركٌزة فً العمود )ساعة( = ـــــــــــــــــــ

 سرعة السرٌان )مل / ساعة(                                              
 

 النتائج والمناقشة
السائل أجرٌت عملٌة تكسٌر الخلاٌا باستخدام الموجات  MRSفً وسط  Lb. brevisبكترٌا بعد تنمٌة       

ول دٌهاٌدروجٌنٌز فوق الصوتٌة للحصول على المستخلص الخلوي والذي تم فٌه قٌاس فعالٌة إنزٌم المانٌت
وٌعد إنتاج هذا الإنزٌم من قبل البكترٌا  مل من الوسط الغذائً. 100  /وحدة إنزٌمٌة  51.48حٌث بلغت 

مؤشراً جٌداً على قدرتها لإنتاج المانٌتول لكون هذا الإنزٌم هو المسؤول عن عملٌة اختزال الفركتوز إلى 
 .Lbلبكترٌا  الحرة والمقٌدةإنتاج المانٌتول من الخلاٌا دراسة تأثٌر بعض العوامل فً المانٌتول. وقد تمت 

brevis  المنماة فً وسط التحول الحٌوي(BCM) .المحتوي على سكري الفركتوز والكلوكوز 
 المانٌتول بزٌادة مدة الحضنازدٌاد حاصل  (1)ٌتبٌن من الشكل  تأثير مدة الحضن في إنتاج المانيتول: 

 .Lbمل من الوسط. وٌلاحظ أن بكترٌا  100غم/  4.3ة المانٌتول المنتجة الٌوم الرابع إذ بلغت كمٌ حتى

brevis .كانت متوسطة السرعة فً  تحوٌل سكر الفركتوز وإنتاج المانٌتول      
 بكترٌا  مقارنة لتسعة أنواع من فً دراسة  Nakamura (2003)و  Saha  ما قام به النتٌجة مع  تطابقت  

 Lb. brevisعتها فً إنتاج المانٌتول من سكر الفركتوز فوجدا أن بكترٌا حامض اللاكتٌك من حٌث سر
الأسرع إنتاجاً بالمقارنة مع بقٌة  Lb. intermedius B-3693بطٌئة الإنتاج نسبٌاً فً حٌن كانت  كانت
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الوسط  وقد  تباٌنت المدة اللازمة للوصول إلى أعلى إنتاج  كثٌراً  باختلاف  تركٌز الفركتوز  فً   الأنواع.
ساعة  لدى  مضاعفة   136لتر إلى   /غم  150باستخدام  فركتوز  بتركٌز  ساعة  15إذ تراوحت بٌن 

 (غم كلوكوز 50غم فركتوز +  100وعند إدخال سكر الكلوكوز فً مكونات الوسط ) الفركتوز. تركٌز
أن  (1995)خرون وآ Soetaertساعة. ووجد  20اللازمة للوصول إلى أقصى إنتاج حوالً  المدة  كانت

 المانٌتول إنتاج 

 
 Lb. brevis : تأثٌر مدة الحضن فً إنتاج المانٌتول بوساطة بكترٌا (1)الشكل 

Fig. (1): Effect of incubation period on mannitol production by Lb. brevis. 

 
سط ٌحوي ساعة باستخدام و  35استغرق مدة قدرها Leuoconostoc. mesenteroidesمن بكترٌا 

و  Yunغم فركتوز. فً حٌن وجد  /غم 0.6لتر إذ بلغ ناتج المانٌتول  /غم كلوكوز  50غم فركتوز و 100
Kim (1998)  أن بكترٌاLactobacillus sp. Y-107  لتر  /غم  100ساعة بوجود  120استغرقت

 غم فركتوز./غم 0.73فركتوز للوصول إلى حاصل مانٌتول قدر  
أن حاصل المانٌتول قد ازداد بزٌادة تركٌز  (2)ٌتبٌن من الشكل  :في إنتاج المانيتولتأثير تركيز الخلايا 

مل عند التركٌز الثانً ثم انخفض فً التركٌزٌن الثالث  100 /غم 3.81الخلاٌا فً البداٌة إذ وصل إلى 
المقٌدة لوحظ أن مل, وعلى التوالً فً الخلاٌا الحرة. وفً حالة الخلاٌا  100/غم 3.10و  3.21والرابع إلى 

6×2إنتاج المانٌتول ارتفع بزٌادة  تركٌز الخلاٌا المقٌدة أٌضاً إذ وصل فً التركٌز الثانً )
مل( /خلٌة  10

مل,  2.99و   3.01مل فً حٌن انخفض فً التركٌزٌن الثالث والرابع قلٌلاً فوصل إلى  100 /غم  3.04إلى

تنافسها على   لخلاٌا البكتٌرٌة فً الوسط قد أدى إلىزٌادة كثافة ا  من هذا أن  ٌستنتج وعلى التوالً.
المكونات الغذائٌة  بدون أن  تؤثر كثٌراً  فً إنتاج المانٌتول  وقد ٌعود ذلك  إلى الاستهلاك السرٌع   استهلاك

للكلوكوز وتكٌف الخلاٌا لاستهلاك الفركتوز بعد فسفرته ثم دخوله دورة الكلاٌكولٌسس )أمبدن ماٌرهوف( 
 ى إلىمما أد

أن زٌادة تركٌز الخلاٌا البكتٌرٌة لا تؤدي ( 2002a) وآخرون Weymarnانخفاض إنتاج المانٌتول. ذكر 
فعند زٌادة أعداد البكترٌا فان  (Specific mannitol productivities)إلى زٌادة الإنتاج النوعً للمانٌتول 
على أساس  ساعة  محسوبة /لتر  /غم  26.2ساعة  إلى  /لتر  /غم  8.3إنتاج  المانٌتول الحجمً ازداد  من 

وٌعود السبب إلى سرعة تحوٌل سكر الفركتوز إلى  .(Cell dry weight, cdw)الوزن الجاف للخلاٌا 

المانٌتول وتبدو هذ  الزٌادة وكأنها ناتجة عن زٌادة تركٌز الخلاٌا. والاعتقاد السائد لأهمٌة تأثٌر التركٌز أن 
أن  بعض ( 2002)وآخرون   Nevesك المانٌتول الناتج بعد نفاذ السكر فً الوسط. وقد  ذكر الخلاٌا تستهل

 .Lbالأنواع  من البكترٌا تقوم  باستهلاك المانٌتول الناتج عند نفاذ السكر كركٌزة فً الوسط مثل بكترٌا 

plantarum  وLb. lactis MG 1363 وبعض الأنواع التابعة لجنس Bifidobacteria ض سلالات وبع
Streptococcus mutans  وE. coli  إذ أنها تتمكن من استخدامه كمصدر للطاقة الأولٌة للنمو. وذكر

Weymarn (2002)  أن كل من الأعفان والخمائر ٌمكن أن تنتج المانٌتول ولكن بكمٌات قلٌلة لا تصلح
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تول بسهولة مما ٌؤدي إلى صعوبة للإنتاج التجاري وأغلب هذ  الأحٌاء المجهرٌة قادرة على استهلاك المانٌ
 السٌطرة على عملٌة الإنتاج.

 
 

 
 حرة والمقٌدة فً إنتاج المانٌتول ال Lb. brevis : تأثٌر تركٌز خلاٌا (2)الشكل 

 الخلاٌا المقٌدة(. :الخلاٌا الحرة,  :) 
Fig. (2): Effect of free and immobilized Lb. brevis cells concentration on mannitol 

production ( : Free cells,  : Immobilized cells).  

 
تم إعادة استخدام الخلاٌا مرة ثانٌة لإنتاج المانٌتول, فبعد  استخدام الخلايا في إنتاج المانيتول: تكرارتأثير 

عقمة الانتهاء من عملٌة الإنتاج للمرة الأولى فصلت الخلاٌا الحرة والمقٌدة بالنبذ المركزي فً ظروف م
وجود انخفاض بسٌط فً  (4و  3وأعٌد استخدامها مرة أخرى فً تلقٌح وسط جدٌد. وٌتبٌن من الشكلٌن )

إنتاجٌة المانٌتول فً الدورة الثانٌة من الإنتاج وفً حالتً الخلاٌا الحرة والمقٌدة. ففً حالة الخلاٌا الحرة بلغ 
مل للتراكٌز الأربعة المذكورة سابقاً  100 /مغ 2.82 و2.83 و  2.94و  2.90الإنتاج فً الدورة الثانٌة 
مل, وعلى التوالً فً الدورة الأولى,  100 /غم 3.10و  3.21و  3.81و  3.63وعلى التوالً, مقارنة بـ 

و  3.01و  3.04و  2.92. أما فً حالة الخلاٌا المقٌدة فقد كان إنتاج المانٌتول 2.25%أي بانخفاض ٌعادل 
 100 /غم 2.99و  3.01 و 3.04و  2.99لتوالً فً الدورة الثانٌة مقارنة بـ مل, وعلى ا 100غم/  2.97

مل, وعلى التوالً فً الدورة الأولى من الإنتاج,. قد ٌعود انخفاض الإنتاج إلى موت بعض الخلاٌا البكتٌرٌة 
هذ  الخلاٌا.  أو إلى انخفاض فعالٌتها فضلاً عن انخفاض فعالٌة إنزٌم  المانٌتول دٌهاٌدروجٌنٌز الموجود فً

ومع ذلك فان الانخفاض كان بسٌطاً. وتشٌر النتائج إلى إمكانٌة إعادة استخدام الخلاٌا الحرة والمقٌدة أكثر من 
مرة  بنجاح, مما ٌقلل كلفة الإنتاج  ولاسٌما عند  مراعاة توفٌر الظروف المثلى لفعالٌة ونشاط الإنزٌم 

وهً الفركتوز.   (Substrate)مادة الركٌزة  عن توفر  فضلاً إلى المانٌتول   المسؤول عن تحوٌل الفركتوز
بعد    Leuc. mesenteroidesبكترٌا نٌتول منفً إنتاج الما (2002b)وآخرون  Weymarnنجح   وقد

 ,Membrane cell-recycle bioreactor) نوع ي دورة تحول باستخدام مفاعل حٌو 14تكرار 

MCRB) وبقً مستوى الإنتاج عالٌاً  %97تول غم/ لتر/ ساعة, وحاصل المانٌ 26.2إذ بلغ ناتج المانٌتول

 الدورات. فً جمٌع
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 الحرة فً إنتاج المانٌتول  Lb. brevisاستخدام خلاٌا  تكرار(: تأثٌر 3الشكل )

 الدورة الثانٌة(. :الدورة الأولى,  :)
Fig. (3): Effect of the repeated use of free Lb. brevis cells on mannitol production 

( : First cycle,   : Second cycle). 

 
 

 
 المقٌدة فً إنتاج المانٌتول  Lb. brevis(: تأثٌر تكرار استخدام خلاٌا 4الشكل )

 الدورة الثانٌة(. :الدورة الأولى,  :)
Fig. (4): Effect of the repeated use of immobilized Lb. brevis cells on mannitol 

production ( : First cycle,   : Second cycle). 
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 تأثٌر تركٌز سكر الفركتوز فً إنتاج المانٌتول: لدراسة تأثٌر تركٌز الفركتوز فً إنتاج المانٌتول أجرٌت
وفً التجربة  الثانٌة استخدم محلول    (BCM)تجربتان: تم فً الأولى استخدام وسط التحول الحٌوي 

مللٌمولر(. وقد أضٌف إلى كل  من الوسطٌن تراكٌز متدرجة من الفركتوز  65الداريء ) فوسفات البوتاسٌوم
أن إنتاج المانٌتول قد ازداد  (5)الشكل  منلتر. وٌلاحظ  /غم  10وأضٌف الكلوكوز فً التجربتٌن بتركٌز 

 14.3و  12.7و  10.2و  9.6و  8.4و  7.5بزٌادة تركٌز سكر الفركتوز فً الوسط إذ بلغ حاصل المانٌتول 
فً   لتر, وعلى التوالً /غم  100و   75و  50و    40و 30و  20باستخدام تراكٌز الفركتوز   لتر /غم

. أما عند  استخدام  محلول  فوسفات  البوتاسٌوم الداريء  فلوحظ  انخفاض حاصل  التحول الحٌويوسط  
المستخدمة وأن كمٌة قلٌلة من سكر الفركتوز لتر فقط فً جمٌع تراكٌز الفركتوز  /غم6.7 المانٌتول  إذ  بلغ 

قد تحولت إلى  المانٌتول, ولم تؤثر زٌادة  التركٌز فً  كمٌة الناتج, وقد ٌعود  السبب  إلى عدم توفر 
الضروري لإنزٌم المانٌتول   (NADH)للخلاٌا  وإنتاج  المرافق الإنزٌمً  المتطلبات  الغذائٌة

( تأثٌر إضافة 2003) Nakamuraو  Sahaعملٌة التحول. وقد درس  دٌهاٌدروجٌنٌز  لٌبدي  فعالٌته فً
-Lb. intermedius B لتر فً إنتاج المانٌتول من  بكترٌا /غم  300 -150الفركتوز بتراكٌز تراوحت بٌن 

فلاحظا ازدٌاد حاصل المانٌتول بزٌادة تركٌز الفركتوز علاوة على زٌادة مدة النمو واستهلاك  3693
 16لتر بالمقارنة مع مدة النمو البالغة  /غم  300ساعة عند تركٌز سكر الفركتوز  72ً بلغت الفركتوز والت

لتر, ولاحظا أن حاصل المانٌتول لم ٌتأثر كثٌراً بتركٌز الفركتوز لأن البكترٌا  /غم  250ساعة عند التركٌز 

لناتج حتى عند نفاد الفركتوز مع تقوم بتحوٌل الفركتوز فً المراحل الأولى من النمو ولا تستهلك المانٌتول ا
حامضً اللاكتٌك والخلٌك ( لتزداد زٌادة ضئٌلة باستمرار عملٌة )استمرار تركٌز نواتج تخمر المانٌتول 

فوجدوا أن زٌادة تركٌز سكر الفركتوز  (2002b)وآخرون  Weymarnالتخمر للحالات الأربع جمٌعها. أما 

خفض الناتج الحجمً عند زٌادة تركٌز سكر الفركتوز وكذلك انخفض له تأثٌر سلبً على ناتج المانٌتول إذ ان
 الناتج النوعً للمانٌتول.

 
 

 
المنماة على وسط التحول  Lb. brevis(: تأثٌر تركٌز الفركتوز فً إنتاج المانٌتول بوساطة بكترٌا 5الشكل )

 (.( ووسط فوسفات البوتاسٌوم الدارئ )الحٌوي )
Fig. (5): Effect of fructose concentration  on mannitol production by Lb. brevis  

grown on bioconversion medium ( ), and phosphate buffer medium( ). 
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العلاقة بٌن سرعة سرٌان  محلول  (1) ٌبٌن الجدول إنتاج المانيتول من الخلايا المقيدة بالطريقة المستمرة:
 5بسرعات سرٌان  2.55% و  2.95و   3.5و 4.84و  6.2و  11بلغ  المانٌتول والذي الركٌزة وحاصل

ساعة, وعلى التوالً. ٌلاحظ وجود علاقة عكسٌة بٌن سرعة السرٌان  /مل 30و   25و  20و  15و  10و

وحاصل المانٌتول, إذ انخفض الحاصل عند زٌادة سرعة السرٌان وٌعود السبب إلى انخفاض مدة بقاء مادة 
بزٌادة السرعة ومن ثم قلة مدة تلامس الركٌزة مع الخلاٌا لتتحول  (Residence time)د الركٌزة فً العمو

إلى الناتج. أما فً السرعات البطٌئة فتكون مدة بقاء مادة الركٌزة فً العمود أطول مما ٌتٌح فرصة كافٌة 
 لتلامسها مع الخلاٌا المقٌدة ومن ثم تحوٌل الفركتوز إلى المانٌتول.

 
المقٌدة وبالطرٌقة  Lb. brevisتأثٌر سرعة السرٌان فً كفاءة إنتاج المانتٌول من خلاٌا : (1)الجدول 

 المستمرة
Table (1): Effect of flow rate on mannitol production efficiency by immobilized Lb. 

brevis cells using continuous process. 

 ساعة(/مل)سرعة السرٌان 
Flow rate (ml/hr) 

 دة بقاء الركٌزة فً العمود )ساعة(م
Residence time (hour) 

 (%)حاصل المانٌتول 
Mannitol yield (%) 

5 6.0            11.00 

10 3.0 6.20 

15 2.0 4.84 

20 1.5 3.50 

25 1.2 2.95 

30 1.0 2.55 

 
ٌاً من الجدول. إلا أن كمٌة وعلى الرغم من أن السرعة البطٌئة قد أعطت حاصلاً أكبر وكما ٌبدو ظاهر      

 الحاصل فً وحدة الزمن كانت أكبر فً حالة زٌادة السرعة, أي أنه ٌفضل استخدام السرعة العالٌة مع  إعادة
وآخرون  Ojamoول على درجة التحول المطلوبة. وقد نجح صأكثر من مرة للح (Recycling)التدوٌر 

 بالطرٌقة Leuc. pseudomesenteroidesفً استخدام الخلاٌا المقٌدة لبكترٌا  (2000)
 %8.5ساعة, ولكن حاصل المانٌتول انخفض إلى  /لتر /غم 30المستمرة فحصلوا على ناتج قدر  

ساعة أما حاصل المانٌتول فبلغ  / لتر /غم 11مقارنة مع طرٌقة الوجبات المغذاة إذ كان ناتج المانٌتول 
وآخرون  Soetaertأولٌة فً هذ  الطرق. أما  كمواد 1:2وأضٌف الفركتوز والكلوكوز بنسبة  %,94

فلاحظوا أن تغٌٌر طرٌقة الإنتاج من الوجبات المغذاة إلى طرٌقة التقٌٌد كان له تأثٌر سلبً على  (1990)
بطرٌقة الوجبات المغذاة وعلى  %94بطرٌقة التقٌٌد بعد أن كان  %60حاصل المانٌتول إذ انخفض إلى 

 6.3ساعة بطرٌقة التقٌٌد بعد أن كان  /لتر /غم 8.9ج الحجمً إذ وصل إلى الرغم من التحسن الضئٌل للنات

 ساعة بطرٌقة الوجبات المغذاة. /لتر /غم
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ABSTRACT 

      A strain of Lactobacillus brevis was isolated from a spoiled pickle sample and 

propagated in MRS liquid medium. The strain possessed high mannitol 

dehydrogenase activity. The free and immobilized cells in calcium alginate gel 
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beads were used for the production of mannitol using batch culture in bioconversion 

medium (BCM). The highest mannitol yield was achieved after four days of 

incubation at 37 o
C using cells concentration of 2x10

6
 cells/ml. The reuse of the 

cells for mannitol production led to a little decrease in their produtibility. The effect 

was minor with immobilized cells. Mannitol production was proportional to 

fructose concentration in BCM medium while there was no effect upon using 

potassium phosphate buffer medium. The continuous mannitol production by 

immobilized cells was conducted in a glass column. A reverse relationship was 

noticed between fructose solution flow rate and mannitol yield, but the production 

rate was higher at higher flow rates. Thus, it is advised to apply fast flow rate with 

repeated substrate recycling in order to achieve the desired conversion of fructose. 
Key words:  mannitol, mannitol dehydrogenase, Lactobacillus brevis. 
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