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في بعض انواع الخمائر المسببة لتلف )  Iraqi propolis( تأثیر العكبر العراقي 

  عصائر الفواكه
  

  زیاد طارق السدرة

  كلیة الزراعة - جامعة دیالى 

  

  الخلاصة

یهدف هذا البحث الى معرفة قابلیة المسـتخلص الكحـولي للعكبـر العراقـي علـى تثبـیط نمـو ثلاثـة انـواع مـن الخمـائر المعزولـة 

  Pichia tropicalisو   Debaryomyces hanseniiو  Candida  tropicalisصــائر فواكـــه تالفــة وهـــي مــن ع

للمســـتخلص )  Minimum Inhibition Concentration  -  MIC(اظهــرت النتــائج ان التركیـــز المثــبط الادنــى .

 Debaryomyces hanseniiو  Candida  tropicalisمـل تجـاه الخمـائر /ملغـم 0.1،  0.4،  0.1الكحولي للعكبر بلغ 

مل علـى التـوالي فـي عصـیر التفـاح ، /ملغم 0.2،  0.8،  0.4على التوالي في عصیر البرتقال و   Pichia tropicalisو 

مـل علــى التــوالي /مــایكروغرام 80،  160،  40لبنــزوات الصــودیوم قـد بلــغ )  MIC( فـي حــین كـان التركیــز المثــبط الادنـى 

بینـت نتـائج الكشـف الكیمیـائي .مـل علـى التـوالي فـي عصـیر التفـاح /مایكروغرام 320،  640،  320في عصیر البرتقال و 

مكونــات ك ) Phenoles( والفینــولات)  Flavonoids( اتویــدوالفلافون ) Resins(  علــى الراتنجــاتالنــوعي احتــواء العكبــر 

  .فعالة 

  

 Debaryomycesو  Candida  tropicalisالعكبـر العراقـي ، تثبـیط الخمـائر ، عصـائر الفواكـه ،  :الكلمات المفتاحیة 

hansenii  وPichia tropicalis    
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  المقدمة

فــي الحضــارات القدیمــة المصــریة والاغریقیــة ومــازال حتــى الیــوم یســتخدم لعــلاج الاصــابات )  Propolis( اســتخدم العكبــر 

ــــیط مــــن مــــواد راتنجیــــة )  2005واخــــرون ،  Kosalic( الجلدیــــة وتقرحــــات الفــــم وفــــي مستحضــــرات التجمیــــل  ( ، وهــــو خل

Resinous (  تـات ویسـتخدمها لغلـق الفتحـات والتشـققات فـي الخلیـة وكـذلك لتغطیـة مع الشمع یجمعها نحل العسل مـن النبا

،  Bankova( الحشــرات المیتـــة داخـــل الخلیــة والتـــي تكـــون احجامهــا اكبـــر مـــن اســتطاعة النحـــل علـــى حملهــا الـــى الخـــارج 

نولیـة ان الفلافونویـدات والحـوامض الفی)  2005( واخرون  Savickasاكد ) . Valafar  ،2008و  Eshraghiو  2005

وجــود مــواد اخــرى مثــل )  2007( واخــرون  Alencarوالشــموع والزیــوت المتطــایرة هــي مــن اهــم مكونــات العكبــر ، كمــا بــین 

یشــكل التلــف بالاحیــاء المجهریــة مشــكلة .الالدیهایــدات واســترات حــامض الكافییــك وبعــض الســكریات والفیتامینــات والمعــادن 

سكري بسبب التلوث بالفطریات ذات المقدرة على النمو في هذه الاغذیة اثنـاء مهمة جدا في تصنیع الاغذیة ذات المحتوى ال

التصنیع والتداول ، اذ یمكن ان تتواجـد فـي الاغذیـة ذات الاس الهیـدروجیني المـنخفض والاغذیـة الحاویـة علـى مـواد حافظـة 

، هـذا وان عصـائر الفواكـه تحتـوي )  1993واخـرون ،  Macrae( كونها تتحمل الظروف البیئیـة القاسـیة اكثـر مـن البكتریـا 

  ) . 1998واخرون ،  Palou( تراكیزا مختلفة من السكروز الذي یمثل مكونا مهما جدا في البیئات الغذائیة للخمائر 

تستخدم المواد الكیمیائیة الحافظة واهمها بنزوات الصودیوم وسوربات البوتاسـیوم لمنـع تلـف الاغذیـة بالاحیـاء المجهریـة ، الا 

تخدام المـواد الطبیعیـة ذات التـأثیر المضـاد لنمـو الاحیـاء المجهریـة یمكـن ان یكـون بـدیلا لاسـتخدام المـواد الكیمیائیـة ، ان اس

واخـرون  Palouو  Fleet  ،1992( ومن هذه المواد الطبیعیة البهارات والاعشاب والنباتات الحاویة على الزیـوت العطریـة 

المتقدمة مؤخرا باستخدام العكبر كأحد المـواد الطبیعیـة المانعـة لنمـو الاحیـاء المجهریـة تزاید الاهتمام في البلدان ) . 2002، 

 )Ozcan  ، ( ومـــــادة مانعـــــة للاكســـــدة )  2004واخـــــرونKolankaya  ، ( ومـــــادة مضـــــادة للســـــرطان )  2002واخـــــرون

Ozkul  ، ( لیلـــة حتـــى الان ولكـــن المحـــاولات لاســـتخدام هـــذه المـــادة فـــي حفـــظ الاغذیـــة مازالـــت ق)  2005واخـــرونHan 

  ) .  2001واخرون ، 
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ونظرا لقلة الدراسات المتعلقة بمادة العكبر في العراق فقد ارتأینا القیام بهذا البحث لمعرفة قابلیة المستخلص الكحولي للعكبر 

ه المادة فـي حفـظ العراقي على تثبیط نمو بعض انواع الخمائر المعزولة من عصائر فواكه تالفة وبالتالي امكانیة استخدام هذ

  .عصائر الفواكه 

  المواد وطرائق البحث

   :استخلاص العكبر

، 2009فرع دیالى للفترة من شهر مایس لغایة شـهر تشـرین الثـاني / تم الحصول على العكبر من جمعیة النحالین العراقیین 

  .وتم حفظ النموذج بالتجمید لتسهیل تكسیره الى قطع ناعمة جدا عند الاستخلاص 

حجــم ، /وزن 10:1بنســبة % 80مــوذج العكبــر الــى قطــع صــغیرة جــدا واستخلصــت باضــافتها الــى الكحــول الاثیلــي ســحق ن

ســاعة مـع الـرج بــین فتـرة واخــرى ، رشـح بعــدها المحلـول باســتخدام  48ووضـع فـي دورق مغلــق فـي درجــة حـرارة الغرفــة لمـدة 

یفــــة جــــدا هــــي المســــتخلص الكحــــولي للعكبــــر ثــــم بخــــر الراشــــح حتــــى الحصــــول علــــى مــــادة كث 41ورق ترشــــیح واتمــــان رقــــم 

)yaghobi  ، 2007واخرون . (  

  

  :الكشف الكیمیائي النوعي عن بعض المجامیع الفعالة في العكبر 

  ) :  Resins( الكشف عن الراتنجات 

وتـرك مـدة دقیقتـین فـي حمـام مـائي بدرجـة % 95مل من الكحول الأثیلـي  50غم من مسحوق العكبر واضیف الى  10وزن 

100º ان ظهــور عكــارة فــي المحلــول , % 4مــل مــاء محمــض بحــامض الهیــدروكلوریك  100رشــح المحلــول واضــیف لــه . م

  ) . Shihata  ،1951(تعد دلیلاً على وجود الراتنجات 

  

  ):  Flavonoids(الكشف عن الفلافونویدات 

ثم رشح المحلول ، وحضر % 95يمل من الكحول الأثیل 50غم من مسحوق العكبر في  10باذابة )  A( حضر المحلول 

، مزجـت % 50مـل مـن محلـول هیدروكسـید البوتاسـیوم  10الى % 50مل من الكحول الأثیلي  10باضافة )  B( المحلول 
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 ) 1983واخـرون ،   Jaffer(حجوم متساویة من كلا المحلولین ، ظهور اللون الأصفر یعد دلیلاً على وجود الفلافونویدات 

.  

  ): Phenoles( الكشف عن الفینولات

ظهــور لــون أخضــر مــزرق یعــد دلــیلاً . كلوریــد الحدیــدیك % 1مــل مــن محلــول  2مــل مــن مســتخلص العكبــر الــى  3اضــیف 

  ) .Harborne  ،1973(على وجود الفینولات 

  

  : الفحوصات الفیزیوكیمیائیة لعصائر الفواكه

موضـــة بالتســـحیح باســـتخدام هیدروكســـید ، وجـــرى قیـــاس الح pH-meter  تـــم قیـــاس الاس الهیـــدروجیني باســـتخدام جهـــاز

) للبرتقـال ( بوجـود دلیـل الفینولفثـالین وعبـر عـن النتـائج كنسـبة مئویـة لحـامض السـتریك )  N ,  NaOH 0.1( الصـودیوم 

   . Refractometer، وحدد تركیز العصائر بجهاز ) للتفاح ( وحامض المالیك 

  

   :عزل وتشخیص الخمائر 

اح تالف من الاسواق المحلیة ، ثم استخلص العصیر منها بوساطة اجهـزة عصـر منزلیـة معقمـة تم الحصول على برتقال وتف

اخـذت غمســة ابــرة ذات .  م لحـین الاســتخدام 4ο، وحفظـت العصــائر فـي قنــاني معقمــة ووضـعت فــي الثلاجـة بدرجــة حــرارة 

شـركة ( Sabouraud -Dextrose Agarمـن العصـیر وزرعـت بطریقـة التخطـیط علـى الوسـط الغـذائي )  Loop( العقـدة 

Himedia  ( 30وحضنت الاطباق بدرجة حرارةο سـاعة ، بعـدها اخـذت مسـتعمرات منفـردة وحفظـت فـي انابیـب  48م لمـدة

اختیـــرت المســــتعمرات التــــي اظهـــرت اختلافــــا فــــي .م لحــــین الاســــتخدام 4οبدرجــــة حـــرارة  SDAللوســــط )  Slants( مائلـــة 

والفسـیولوجیة والكیمیوحیویـة ، وحـددت ) المورفولوجیـة ( خصـائص المجهریـة الخواص المجهریـة وجـرى تشخیصـها بفحـص ال

  ) . 2009(  Pincusو )  Barnett  )2000النتائج اعتمادا على المفاتیح التصنیفیة الواردة في 

  

   :تحضیر عالق الخمیرة 
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والمحضـر حسـب  Himediaالمجهـز مـن شـركة  Sabouraud Dextrose Brothتم تهیئة انابیـب اختبـار تحتـوي الوسـط 

تعلیمات الشركة المنتجة ، ولقحت الانابیب بالخمیرة التي سـبق ان نمیـت علـى نفـس الوسـط المضـاف لـه الاكـار ، وحضـنت 

مل منها وتخفیفه ثم قراءة الكثافة الضـوئیة للمـزروع  1ساعة ثم حضرت تخافیف للخمیرة باخذ  24م لمدة 30οبدرجة حرارة 

  . 0.98مل عند كثافة ضوئیة /خلیة 8 10×4یا للحصول على عدد على عدد خلا

  ) : Minimum Inhibition Concentration  -   )MIC -تقدیر التركیز المثبط الادنى 

ــــي )  1999( واخــــرون  Kangاتبعــــت طریقــــة   ، اذ حضــــرت سلســــلة مــــن التخــــافیف للمســــتخلص الكحــــولي للعكبــــر العراق

،  3.2،  1.6،  0.8،  0.4،  0.2،  0.1،  0.05،  0.02،  0.01( اكیز باستعمال عصائر التفاح والبرتقال ، وكانت التر 

 80،  40،  20،  10،  5، كما حضرت بنفس الطریقة تخافیف لمادة بنزوات الصـودیوم بتراكیـز ) مل /ملغم 12.8،  6.4

هــا مــن خــلال مــل ، ثــم عقمــت العصــائر بالترشــیح بامرار / مــایكروغرام  5120،  2560،  1280،  640،  320،  160، 

وبواقع ثلاثـة ) المحضر في الفقرة السابقة ( مل من مزروع الخمیرة  0.1مایكرومیتر ، ثم اضیف لها  0.45مرشحات بقطر 

مـل مـن كـل تركیــز ووضـع فـي  0.1سـاعة ، ثـم اخـذ  24م لمـدة 30οمكررات لكل تركیز ، وحضنت الانابیـب بدرجـة حـرارة 

م لمـدة 30ºم وحركت الأطباق للمجانسة وحضنت بدرجة 45ºبدرجة حرارة  SDAطبـق زجاجي وصـب فوقه الوسط الغذائي 

  ) . MIC( ساعة ، واحتسب اقل تركیز لم یظهر فیه نمو هو التركیز المثبط الادنى  24

  النتائج والمناقشة

  الخواص الفیزیوكیمیائیة لعصائر البرتقال والتفاح

 4.1و  3.5جیني للعصــــائر التــــي تــــم تحضــــیرها مختبریــــا بلــــغ ان الــــرقم الهیــــدرو )  1( یتضــــح مــــن ملاحظــــة الجــــدول رقــــم 

بــركس لكــل مــن عصــیر التفــاح وعصــیر البرتقــال علــى  15.0و 13.3والتركیــز %  0.31و % 0.95والحموضــة التســحیحیة 

  .التوالي ، وهي بذلك تكون مشابهة للعصائر المتوفرة تجاریا 

  

  . لتفاح الخواص الفیزیوكیمیائیة لعصائر البرتقال وا.  1جدول 

  ) Brix( التركیز   %الحموضة التسحیحیة   الرقم الهیدروجیني  نوع العصیر
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  13.3  0.95 3.5  البرتقال

  15.0  0.31  4.1  التفاح

  النتیجة لثلاثة مكررات* 

 :عزل وتشخیص الخمائر 

و  Candida  tropicalisتـــم عـــزل وتشـــخیص ثلاثـــة انـــواع مـــن الخمـــائر المســـببة لتلـــف فـــاكهتي البرتقـــال والتفـــاح هـــي 

Debaryomyces hansenii   )Candida  famata  ( وPichia tropicalis )Candida  guilliermondii  (

، ثـــم جــرت عملیـــة تنقیـــة اضــافیة لـــبعض المســتعمرات المنفـــردة التـــي  SDAوذلــك باســـتخدام طریقــة التخطـــیط علـــى الوســط 

) المورفولوجیــة ( خـلال فحـص الخصـائص المجهریـة اظهـرت اختلافـا فـي الخـواص المجهریـة ، بعـدها جـرى تشخیصـها مـن 

 Pincusو )  Barnett  )2000والفسیولوجیة والكیمیوحیویة ، وحددت النتائج اعتمـادا علـى المفـاتیح التصـنیفیة الـواردة فـي 

واخـرون  Siliciو )  2001( واخـرون  Otaو )  1993(  Laroneان وجود الخمائر اعلاه یتفق مـع ماوجـده ) . 2009( 

  .عند دراستهم لنماذج من الفواكه والعصائر التالفة )  2005 (

 

  رالكشف الكیمیائي النوعي عن بعض المجامیع الفعالة في العكب

اظهرت نتائج الكشف الكیمیائي النوعي للمجامیع الفعالة في العكبـر احتـواءه علـى الراتنجـات والفلافونویـدات والفینـولات وكمـا 

، )  2007( واخـرون  Orsiو )  2003( واخـرون  Castroالراتنجات یتفـق مـع مـا ذكـره ان وجود ) .2(موضح في جدول 

، وطـــابق وجـــود الفینـــولات فـــي العكبـــر مـــاذكره )  2005( واخـــرون  Kosalicوجـــاء وجـــود الفلافونویـــدات مؤكـــدا لمـــا وجـــده 

Savickas  یئة التـي یتواجـد فیهـا نحـل العسـل الذین اكدوا ان محتوى العكبر من هذه المواد یعود الى الب)  2005( واخرون

ان الصفات الكیمیائیة للعكبر تعد مؤشرات مهمة على خواصه التثبیطیـة وان هنـاك ارتباطـا واضـحا بـین التركیـب الكیمیـائي .

ان )  2003( واخـرون  Katralو )  1993( واخـرون  Kujumgievللعكبر وفعالیته المضادة للاحیاءالمجهریة ، اذ ذكـر 

لفلافونویـدات هـي المركبـات التـي یمكـن ان یعـزى الیهـا الجـزء الاكبـر مـن الفعالیـة البایولوجیـة للعكبـر ، فیمـا اكــد الراتنجـات وا

Katircioglu  وMercan  )2006  ( ان الفعـــل التعـــاوني )Synergism  ( بـــین الفلافونویـــدات ومركـــب الــــApigenin 
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ان هنـاك ) 2004(واخـرون  Popovaولوجیـة للعكبـر ، وقـد ذكـر وبعض المركبات الاخـرى لـه الـدور الاهـم فـي الفعالیـة البای

ــا بــین محتــوى الفلافونویــدات الكلــي والتركیــز المثــبط الادنــى  فضــلا عــن المركبــات اعــلاه یمكــن ان ) . MIC(ارتباطــا معنوی

( ك واسـتراته تلعب مكونات اخرى دورا في فعالیة العكبر المضادة للاحیاء المجهریة مثل حامض الكافییك وحـامض السـینامی

Park  ، و  1997واخرونMarcucci  ، 2001واخرون  (  

  

  الكشف الكیمیائي النوعي عن بعض المجامیع الفعالة في العكبر.  2جدول 

  *نتیجة الكشف   الكاشف المستعمل  المركب

 Resinsالراتنجات 

مـاء مقطـر محمـض بحـامض الهیـدروكلوریك + كحول اثیلي 

 )HCl (  
  ( + )عكورة   

  ( + )لون اصفر     ) KOH( هیدروكسید البوتاسیوم + كحول اثیلي  Flavonoidsفونویدات  الفلا

  ( + )لون اخضر مزرق     %1كلورید الحدیدیك  Phenolsالفینولات 

 النتیجة لثلاثة مكررات* 

  تدل على ایجابیة الفحص( + ) العلامة 

  

  :دراسة فعالیة المستخلص الكحولي للعكبر تجاه الخمائر 

للمسـتخلص )  MIC( لتحدیـد التركیـز المثـبط الادنـى )  Agar Dilution Method( سـتخدمت طریقـة التخفیـف بالاكـار ا

الكحـــولي تجـــاه بعـــض انـــواع انـــواع الخمـــائر النامیـــة فـــي عصـــیر البرتقـــال وعصـــیر التفـــاح ، وقـــد اظهـــرت النتـــائج ان اضـــافة 

مـل قـد ثبطـت جمیـع انـواع الخمـائر قیـد البحـث ، فـي /ملغـم 0.8و  0.1المستخلص الكحولي للعكبر بمسـتویات تراوحـت بـین 

 24مــل ، بعــد /مــایكروغرام 640و  40لبنــزوات الصــودیوم بــین )  MIC( دنــى حــین تراوحــت مســتویات التركیــز المثــبط الا

  . م 30οساعة من التحضین بدرجة حرارة 
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للمسـتخلص الكحـولي للعكبـر وبنـزوات الصـودیوم ، حیـث )  MIC( ان لوسط النمو تأثیر في مقـدار التركیـز المثـبط الادنـى 

( البرتقـال مقارنـة بعصـیر التفـاح ، اذ ان التركیـز المثـبط الادنـى كانت جمیع الخمائر قیـد البحـث اكثـر حساسـیة فـي عصـیر 

MIC  ( للمستخلص الكحولي للعكبر تجاه الخمائرCandida  tropicalis  وDebaryomyces hansenii  وPichia 

tropicalis   لــى مــل ع/ملغــم 0.2،  0.8،  0.4مــل علــى التــوالي فــي عصــیر البرتقــال و /ملغــم 0.1،  0.4،  0.1قــد بلــغ

 Candida  tropicalisلبنزوات الصودیوم تجـاه الخمـائر )  MIC( التوالي في عصیر التفاح ، اما التركیز المثبط الادنى 

مــل علــى التــوالي فــي /مــایكروغرام 80،  160،  40فقــد بلــغ   Pichia tropicalisو  Debaryomyces hanseniiو 

ى التــوالي فــي عصــیر التفــاح ، وقــد یعــود الســبب فــي ذلــك الــى مــل علــ/مــایكروغرام 320،  640،  320عصــیر البرتقــال و 

كحامض سـتریك مقارنـة % 0.95والحموضة التسحیحیة  3.5الحموضة العالیة لعصیر البرتقال اذ بلغ الرقم الهیدروجیني له 

رون ، واخــ Silici( كحــامض مالیــك % 0.31والحموضــة التســحیحیة  4.1بعصــیر التفــاح الــذي بلــغ الــرقم الهیــدروجیني لــه 

2005 . (  

الـذین اشـاروا الـى ان التركیـز المثـبط الادنـى للمســتخلص )  2004( واخـرون  Salomaoان النتـائج اعـلاه تتفـق مـع مـاذكره 

ان )  2005( واخـرون  Siliciمـل ، فـي حـین اكـد /ملغم 16 – 2الكحولي للعكبر البرازیلي تجاه بعض انواع الفطریات بلغ 

مـل ، وقـد یعـزى السـبب /ملغـم 0.01خلص الكحولي للعكبر التركي تجاه الفطریات المرضیة بلغ التركیز المثبط الادنى للمست

ــــات البیئیــــة ، وهــــذا مــــا یؤكــــده  ــــاتج مــــن بعــــض الاخلاف ــــر الن ــــب الكیمیــــائي للعكب ــــى التركی ــــات النســــبیة ال ــــي هــــذه الاختلاف ف

Kujumgiev  لعكبر البرازیلي تجاه بعض انـواع البكتریـا الذین وجدوا ان العكبر البلغاري اكثر فعالیة من ا) 1999(واخرون

   .والفطریات بسبب احتواءه على نسب اعلى من الفلافونویدات ومشتقات حامض الكافییك 

  

  

  

للمستخلص الكحولي للعكبر العراقي وبنزوات الصودیوم تجاه بعض انواع )  MIC( معدلات التركیز المثبط الادنى .  3جدول 

  ∗ .لبرتقال وعصیر التفاح الخمائر النامیة في عصیر ا
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  نوع العصیر  الخمیرة
للمســــــــــــتخلص )  MIC( معــــــــــــدل 

  ∗∗مل/الكحولي للعكبر ملغم

لبنـزوات الصـودیوم )  MIC( معدل 

  ∗∗مل/مایكروغرام

Candida  tropicalis  
  40  0.1  البرتقال

  320  0.4  التفاح

Debaryomyces hansenii   
  160  0.4  البرتقال

  640  0.8  التفاح

Pichia tropicalis  
  80  0.1  البرتقال

  320  0.2  التفاح

  ساعة 24م لمدة 30οبعد التحضین بدرجة حرارة  ∗

  النتیجة لثلاث مكررات ∗∗

تشـــیر النتـــائج المتحصـــل علیهـــا فـــي هـــذا البحـــث الـــى امكانیـــة اســـتخدام المســـتخلص الكحـــولي للعكبـــر العراقـــي كبـــدیل للمـــواد 

كیز قلیلة لا تؤدي الى ظهور النكهة العطریة القویة التي تمیز العكبـر ومـن ثـم عـدم الكیمیائیة في حفظ عصائر الفواكه وبترا

  .التأثیر في الخواص الحسیة لتلك العصائر
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