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 الخلاصة
، و وجد أن العزلتان  Penicillium لوا Aspergillusلا الجنسینعزلة فطریة عائدة لانواع  31تم غربلة 

كانتا أكفأ العزلات في إنتاج حامض الكوجیك ، كما درست الظروف  A. flavus29و Aspergillus fumigatus24المحلیتان
                م  )30̊و  35البیئیة لإنتاج الحامض من العزلتین وأوضحت النتائج أن استخدام طریقة النمو الساكنة بدرجة حرارة(

 ) یوما كانت أفضل الظروف للحصول على أعلى انتاج للحامض من العزلتین المذكورتین، على التوالي.20و  18لمدة (
 

Abstract 
Thirty one fungal isolates belong to the two genera Aspergillus and Penicillium. The two 

local fungal isolates Aspergillus fumigatus24 and A.flavus29 were chosen as the most efficient 
two isolates for kojic acid(KA) producrion. The environmental conditions for kojic acid 
production from Aspergillus fumigatus24 and A.flavus29 were studied and the results showed 
that incubation in static conditions at (35 and 30)̊C for (18 and 20)days gave the highest 
production of (KA), respectively. 

 

  (Introduction)المقدمة 
 

تحتل الأحماض العضویة التصنیف الثالث في قائمة سوق المنتجات التخمریة بعد المضادات الحیویة و الحوامض الأمینیة. 
 Itaconic)و الایتاكونیك  (Gluconic acid)و الكلوكونیك  (Citric acid)تشتمل ھذه الأحماض بالدرجة الرئیسة على الستریك 

acid)  و الكوجیك(Kojic acid) )1(.  
و شركتھ الامریكیة عن  Charles Pfizerبعدما أعلن  1955منـــذ عــام  و قــد تطــور الســوق العالمي لحامض الكوجیك

أول محاولة لتصنیع ھذا الحامض العضوي و حصلت الشركة آنذاك على براءة اختراع في طرق انتاجھ و تحضیر مشتقاتھ . و 
أثر تزاید و تنوع الصناعات المرتبطة بتطبیقاتھ و خصوصا في صناعة مواد  علىتزاید الطلب على ھذا الحامض بشكل كبیر 

و  )4الاتھ في المواد المضافة للأغذیة(و استعمــ )3یة انــزیم التایـــروســـینیــز(و تثبیـــط فعـــال )2((Cosmetic)التجمیل 
فضلا عن استخدامھ  )6ام(ضاد للأكسدة و عامل ضد الأورو م )5((Melasma)كــلف لكعـــامـل مبیــــض للجـــــلد لمعــــالجـة ا

 . )7ل حمایة من الاشعة فوق البنفسجیة(كعام
و  Acetobacterینتج حامض الكوجیك من البكتریا و الفطریات ، اذ یقتصر انتاجھ من البكتریا على جنسي 

Gloconoacetobacter  انتاج الحامض على المستوى الصناعي و و بكمیات محدودة ، بینما احتلت الفطریات الصدارة في
الذي یضم عدة أنواع تعد الحجر الاساس في انتاج الحامض و بكمیات غزیرة. و یعد الفطر  Aspergillus لخصوصا جنس ا

A.flavus  كما 8)% (90-70عــالیة تتراوح بین (أحد الانواع المشار الیھا اذ تمیز بتحویل الكلوكوز الى الحامض بكفــاءة ، (
 ة فضلا عن انتاج بعض مركبات الایض الثانويبالدرجة الرئیس Aflatoxinsتمیزت بعض سلالات ھذا الفطر بإنتاجھا لسموم 

 . )9الاخرى ذات الطبیعة السامة ایضا(
و نظرا لما یمتلكھ حامض الكوجیك من أھمیة تطبیقیة لذا فقد ھدفت ھذه الدراسة الى انتاج الحامض بكفاءة من عزلة فطریة 

 یة :محلیة عبر تحقیق المحاور الآت
 غربلة بعض العزلات الفطریة المحلیة لتحدید الأكفأ منھا في انتاج حامض الكوجیك. -1
 تحدید الظروف البیئیة المثلى لانتاج الحامض من العزلتین المنتخبتین . -2
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 المواد و طرائق العمل
 اختیار العزلة الفطریة المناسبة

 

من قسم علوم   Penicilliumـ لو ا Aspergillusـ لفطریة تعود لأنواع مختلفة من جنسي اعزلة  31تم الحصول على 
الحیاة في كلیة العلوم / جامعة كربلاء ، اذ تم التحري عن حامض الكوجیك في ھذه العزلات لتحدید الأكفأ منھا في انتاجھ، و نشطت 

 )أیام.10-7لمدة ( م̊ 28بدرجة حرارة  (PDA) ھذه العزلات على طبق بتري یحتوي على اكار دیكستروز البطاطا
. یتكون ھذا  الحامضلغربلة العزلات الفطریة المستخدمة في ھذه الدراسة لإنتاج  )10استخدم الوسط الموصوف من قبل(

% فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الھیدروجین  0.1و  ( Yeast extract )% مستخلص الخمیرة  0.5% كلوكوز و 5الوسط من 
(KH2PO4 )  كبریتات المغنیسیوم المائیة  0.05و %( MgSO4.7H2O )  نقـــل قـــرص واحـــد  .5، برقم ھیدروجیني            

الى دورق الوسط الإنتاجي( كلا على انفراد و بواقع دورقین لكل  PDAملم ) من كل عزلة فطریة نامیة على وسط  7( بقطر 
م لمدة عشرة أیام . و بعد انتھاء مدة الحضن تم طرد النماذج مركزیا ̊ 30بدرجة حرارة عزلة) و تم الحضن في الحاضنة الساكنة 

دورة /دقیقة لفصل الكتلة الحیویة عن راشح المزرعة الفطریة الذي استخدم في تقدیر كمیة حامض الكوجیك و  5000بسرعة 
 السكریات المختزلة المتبقیة.

 

 تقدیر حامض الكوجیك
 

، و في تقدیر كمیة حامض الكوجیك و اعتمادا على المنحنى القیاسي لحامض الكوجیك )11الموصوفة من قبل(اتبعت الطریقة 
مل من كلورید الحدیدیك 0.2و  M 0.1مل من محلول حامض الھیدروكلوریك 2.5مل من راشح المزرعة الفطریة مع 1ذلك بمزج 

0.2M  نانومیتر باستخدام جھاز المطیاف الضوئي.500على في انابیب اختبار و رجت جیدا ثم تمت قراءة الامتصاص 
 

 تقدیر السكریات المختزلة
 

و اعتمادا على المنحنى القیاسي للكلوكوز  )12(الموصوفة من قبل طریقةالالمختزلة في وسط الانتاج ب قدرت السكریات
 كسكر مختزل.

 

   المنتخبتینالعزلتین تحدید الظروف البیئیة المثلى لإنتاج حامض الكوجیك من 
 

) 13(على الوسط الموصوف من قبل تمت دراسة عدد من العوامل المؤثرة في انتاج حامض الكوجیك من العزلتین المنتخبتین
%من كبریتات 0.05و  KH2PO4%من فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الھیدروجین 0.1و  %4.2ن من المولاس بتركیز و المكو

                         وبرقم ھیدروجیني)%كبریتات الأمونیوم 0.1و  0.25ـ(بالمدعم  MgSO4.7H2Oالمغنیسیوم سباعیة جزيء الماء 
 )للعزلتین، على التوالي. و اشتملت ھذه العوامل على :4.5و  6(

 

 :الحضنتأثیر طریقة 
 

دورة  100بسرعة رج الحاضنة الھزازة و  الحاضنة الساكنةھما الحضن  تین بنوعین من طرائقتم تنمیة العزلتین المنتخب
 /دقیقة و ذلك لتحدید طریقة النمو الأفضل لانتاج حامض الكوجیك.

 

 تأثیر درجة الحرارة:
 م.)40̊و 35و 30و 25و 20المنتخبتین على درجات حرارة( درس تأثیر درجة الحرارة بحضن وسط الانتاج الملقح بأبواغ العزلتین

 

 تأثیر مدة الحضن:
 یوم متتالیة. 24الكوجیك من العزلتین المنتخبتین و تقدیر السكریات المختزلة  لكل عزلة یومیا و لمدة تم متابعة انتاج حامض 

 

 النتائج و المناقشة
 غربلة العزلات الفطریة لانتاج حامض الكوجیك

 

حامض لاختبار قابلیتھا في انتاج  Penicillumو   Aspergillusعزلة فطریة محلیة عائدة للجنسین  31تم استخدام 
) أن لجمیع العزلات الفطریة المختبرة القابلیة على انتاج الحامض و لكن 1ھرت النتائج المبینة في الجدول (. و قد اظكوجیكال

 1% من العزلات الفطریة أظھرت قابلیة ضعیفة في انتـــاج الحامض (دون  67.74أنّ   1بدرجات متفاوتة، اذ یلاحظ من الشكل 
و     A.tamari4و 10و  A. parasiticus 3و  30و  27و  A.terrus 1غم/لتر) اشتمــــــلت ھـــذه العزلات على 

A.oryzae5   وA. candidus6   وA.ustus9   وA.spp.11  و   26و  12وP.chrysogenus 13 و  21وP.sp17  و P. 
herquei19  و   P.lanosco-coeruleum20    وA.niger  14  22و  15و. 

    31و  18و  A. flavus 2% من العزلات قابلیة متوسطة في انتاج الحامض اشتملت ھذه العزلات على 12.9بینما أظھرت 
% من العزلات قابلیة عالیـــة في انتـــاج الحـــامض اشـــتملت ھــــذه العزلات على 19.35. في حین أظھرت  A. nidulas16و 

A. flavus  7  و    29و  28و  8و   A. fumigatus24  و  A. parasiticus25 . 
% من  66.7ت ھذا النوع في انتاجھ للحامض ، اذ بلغت نسبة عزلا A. flavusكما یتضح من النتائج عموما تفوق الفطر 

و   A.fumigatus24و في ضوء النتائج أعلاه فقد وقع الاختیار على العزلتین  العزلات الفطریة المتمیزة بإنتاج عالي .
A.flavus29 .و تم استخدامھما في دراسات الانتاج اللاحقة جمیعھا 
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 المدروسة موزعة حسب قابلیتھا لإنتاج حامض الكوجیك): النسب المئویة للعزلات الفطریة 1الشكل (
 

 لإنتاج حامض الكوجیك لعزلات الفطریة المدروسةاغربلة : )1جدول(

للوسط  pH الفطر العزلة
 بعد التخمیر

تركیز السكریات 
 المختزلة ملغم/مل

تركیز حامض الكوجیك 
 غم/لتر

Control 0.00 49.35 5.00 الوسط بدون تلقیح 
1 Aspergillus terrus 4.41 1.67 0.081 
2 Aspergillus  flavus 3.13 4.23 6.941 
3 Aspergillus parasiticus 5.54 37.91 0.101 
4 Aspergillus tamari 5.70 30.69 0.089 
5 Aspergillus oryzae 5.75 14.05 0.061 
6 Aspergillus candidus 5.21 0.094 0.079 
7 Aspergillus flavus 5.60 3.65 10.27 
8 Aspergillus flavus 3.41 6.83 9.604 
9 Aspergillus ustus 2.44 14.20 0.043 

10 Aspergillus parasiticus 5.83 11.26 0.076 
11 Aspergillus sp. 1.95 6.77 0.020 
12 Aspergillus sp. 1.81 0.19 0.048 
13 Penicillium chrysogenus 2.51 0.094 0.128 
14 Aspergillus niger 2.63 17.49 0.022 
15 Aspergillus niger 2.09 0.068 0.024 
16 Aspergillus nidulus 5.15 0.53 5.77 
17 Penicillium sp. 2.75 0.46 0.201 
18 Aspergillus flavus 4.68 0.93 3.9 
19 Penicillium herquei 4.03 0.028 0.029 
20 Penicillium lanosco-coeruleum 4.44 0.45 0.095 
21 Penicillium chrysogenum 3.23 3.79 0.261 
22 Aspergillus niger 1.76 10.11 0.015 
23 Aspergillus terrus 4.76 0.45 0.055 
24 Aspergillus fumigatus 3.37 8.55 10.98 
25 Aspergillus parasiticus 4.94 4.15 10.41 
26 Aspergillus sp. 4.09 0.17 0.13 
27 Aspergillus terrus 5.68 0.39 0.063 
28 Aspergillus flavus 4.86 0.82 10.39 
29 Aspergillus flavus 4.83 0.23 11.87 
30 Aspergillus terrus 5.71 0.16 0.089 
31 Aspergillus flavus 5.50 0.31 2.99 

 
 

68% 

13% 

19% 
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عزلة  20ـ لتمت غربلة العزلات الفطریة و اختیار الأكفأ لإنتاج حامض الكوجیك في العدید من الدراسات  ففي دراسة حدیثة 
 A. oryzae var effusesالنتائج بأن العزلتین  أظھرت Rhizopus لو ا Mucor لو ا  Aspergillus لفطریة تعود الى أجناس ا

NRC14  ـ لو اA. flavus NRC13  و    42( الأكثر انتاجا من بین العزلات المدروسة اذ بلغت كمیة الحامض المنتجة  ھما
و    T. harzianumاشتملت علـى   Trichoderma لأنواع من جنس ا 6بغربلة  )15بینما قام(،  )14) غم/لتر على التوالي(41

T. viride  و   T. reesei  و    T. psudokoningii    و  T. virens     و T. v6  و لوحظ تفوق الفطر ،T. reesei  بكمیة
ملغم/مل . و تشیـر ھــذه النتیجة الى أنّ  12بكمیة منتجة مقدارھا   T.virideملغم/مل ، یلیھ الفطر  16حامض منتجة مقدارھا  

بل یمكن انتاجھ حتى من الأنواع  Penicillium لو ا Aspergillus لانتــاج حـــامض الكــوجیـك لا یقتصر فقط على جنسي ا
 . .Trichoderma sppالعائدة للفطر 

تعد عملیة الغربلة مھمة جدا لكونھا تسمح بفرز اضافي لتلك الأحیاء التي لھا قیمة حقیقیة في العملیات الصناعیة ونبذ تلك التي 
 ).16ه الامكانیة (تنقصھا ھذ

 

 . A.flavus29و  A.fumigatus24تحدید الظروف البیئیة المثلى لانتاج حامض الكوجیك من العزلتین 
 :الحضنطریقة  -1

باستعمال حالتین من الحضن و ھما الحضن   A. flavus29و  A.fumigatus24قورن انتاج حامض الكوجیك من العزلتین 
أنّ أقصى انتاج من الحامض  3و  2بینت النتائج الموضحة في الشكلین  الحضن تحت الظروف المھتزة ،  تحت الظروف الساكنة و

) غم/لتر من العزلتین 17.2و    24.33كان باستعمال ظروف الحضن الساكنة اذ بلغت كمیة الحامض المنتجة ( 
A.fumigatus24  وA. flavus29  التي بلغت ، على التوالي مقارنة بكمیة الحامض المنتجة عند ظروف الحضن المھتزة و

. و اعتمادا على ھذه النتائج فقد تم انتاج الحامض من  ایضا ، على التوالي )غم/لتر من العزلتین المشار الیھما 16.13و   2.67(
 العزلتین قید الدراسة تحت الظروف الساكنة في مراحل الدراسة اللاحقة.

 39بلغت  A. candidus) الذي وجد أنّ كمیة حامض الكوجیك المنتجة من الفطر 17مع ما توصل الیھ(نوعا ما  النتائجتتفق 
 100ملغم/مل باستخدام الحاضنة الھزازة بسرعة رج  24ملغم/مل باستخدام طریقة النمو الساكنة في حین بلغت تلك الكمیة 

سریعة و مؤثرة في انتاج الحامض من الفطرین  ) من أنّ طریقة النمو الساكنة كانت18دورة/دقیقة. كما تتفق أیضا مع ما أشار الیھ(
A. flavus CCRC 30010   وA. oryzae CCRC 30102  في حین لا تتفق  النتائج المستحصلة من ھذه الدراسة مع ما .

)غم/لتر .باستخدام  34.38و    30.45بلغ (  A. parasiticus) في أنّ أقصى انتاج لحامض الكوجیك من الفطر 19توصل الیھ(
 طریقتي النمو الساكنة و المھتزة ، على التوالي .

 

 
 A . fumigatus  24ي انتاج حامض الكوجیك من العزلة ): تأثیر طریقة النمو ف2الشكل(

 
یجب أن ی�تم الس�یطرة علی�ھ بمس�توى  ( DOT )(Dissolved Oxygen Tension )أنّ شد الأوكسجین المذاب  )10أوضح(
% تشبع خلال طور الانت�اج . و ت�م تفس�یر ذل�ك  30% تشبع ) خلال طور النمو الفعّال یتبع ذلك خفض مستواه الى 80تشبع عالي ( 

امض بأنّ مستوى التشبع العالي مطلوب لتحفیز انتاج الانزیمات المسؤولة عن تصنیع حامض الكوجیك ، اذ یتحول الكلوكوز ال�ى ح�
% فھو ضروري خ�لال ط�ور  30بالخلیة خلال طور الانتاج . أمّا خفض مستوى التشبع الى  ةالكوجیك بوساطة الانزیمات المرتبط

 الانتاج لتجنب تحطم حامض الكوجیك الى مركبات اخرى .
لمتغی�رة تتف�اوت ب�ین و مما تجدر الاشارة الیھ أنّ دورق المزرعة الس�اكنة ی�وفر ع�ددا غی�ر مح�دد تقریب�ا م�ن ظ�روف التخم�ر ا
 ( Anaerobiosis )غ�زارة الم�واد المغذی�ة ال�ى ال�نقص ف�ي الم�واد المغذی�ة و ب�ین تجھی�ز وفی�ر للأوكس�جین ال�ى تع�ایش لا ھ�وائي 

 .)16جزئي (

24.33 

2.67 
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 A . flavus29  في انتاج حامض الكوجیك من العزلة الحضن): تأثیر طریقة 3الشكل(
 

 :الحضن حرارةتأثیر درجة -2
 

و أظھ�رت  A.flavus29و   A.fumigatus24درس تأثیر درج�ة ح�رارة الحض�ن ف�ي انت�اج ح�امض الكوجی�ك م�ن الع�زلتین 
مئوی�ة اذ ̊ 35تحق�ق باس�تخدام درج�ة الح�رارة   A. fumigatus24أنّ أعل�ى انت�اج للح�امض م�ن العزل�ة  4النتائج المبینة في الش�كل 

أظھ�رت ب�أن أعل�ى انت�اج  5ف�أن النت�ائج الموض�حة بالش�كل   A.flavus29غم/لتر ، أمّا بالنسبة للعزل�ة  35.88بلغت كمیة الحامض 
غم/لت�ر ، ل�ذا ت�م اس�تخدام درج�ة الحض�ن  37.16مئوی�ة اذ بلغ�ت كمی�ة انت�اج الح�امض ̊ 30للحامض تحقق باستخدام درجة الح�رارة 

 لة في مراحل الدراسة اللاحقة.المثلى المذكورة لكل عز
عالیة نوعا ما مقارنة بما ورد في العدید م�ن  A. fumigatus24تعد درجة الحرارة المثلى لإنتاج حامض الكوجیك من العزلة 

ة بینما كان�ت درج�ة الح�رار م ھي المثلى لانتاج الحامض من العدید من الفطریات .̊ 30الدراسات و التي أشارت بأنّ درجة الحرارة 
م ھ�ي المثل�ى ̊ 30مماثل�ة لم�ا ورد ف�ي دراس�ات كثی�رة ، اذ كان�ت درج�ة الح�رارة  A. flavus29المثل�ى لإنت�اج الح�امض م�ن الفط�ر 

ف��ي ھ��ذه الدراس��ة م��ع م��ا توص��ل  ، ف��ي ح��ین اختلف��ت النتیج��ة المستحص��ل علیھ��ا ) 22و  21و  A. flavus  )20للإنت��اج م��ن الفط��ر 
   A.parasiticusو  A. flavus CCRC30010اذ بلغ�ت درج�ة الح�رارة المثل�ى لإنت�اج الح�امض م�ن الفط�رین  )19) و(18الی�ھ(

 م ، على التوالي . ) ̊ 28و   25(
   

 
 

 A.fumigatus24): تأثیر درجة حرارة الحضن في انتاج حامض الكوجیك من العزلة 4الشكل (
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 A . flavus29  انتاج حامض الكوجیك من العزلة ): تأثیر درجة حرارة الحضن في5الشكل (
 

 تأثیر مدة الحضن:-3
 

یوما متتالیة ، و قد بینت  24تمت متابعة انتاج حامض الكوجیك من العزلتین قید الدراسة بمتابعة انتاج الحامض یومیا و لمدة 
یوم من الحضن اذ بلغت  18قد تحقق بعد  A.fumigatum24 أنّ أقصى انتاج للحامض من العزلة  6النتائج الموضحة بالشكل 

اذ  A. flavus29یوم ھي المثلى لإنتاج الحامض من العزلة  20غم/لتر ، فیما كانت مدة الحضن  44.18كمیة الحامض المنتجة 
 ).7غم/لتر (الشكل  42.34بلغت كمیة الحامض المنتجة 

 .Aیوم ھي المثلى لإنتاج الحامض من الفطر  20ن من أنّ مدة حض) 22ذه الدراسة تتفق مع ما توصل الیھ(ان نتائج ھ
flavus  غم/لتر . و كذلك اتفقت النتائج نوعا ما مع أقصى انتاج للحامض من الفطر  19.2اذ بلغت كمیة الحامض المنتجة A. 

candidus ) 17وم عند الحضن في الحاضنة الھزازة() ی 24 – 18و التي كانت ما بین(. 
یوم كافیة للحصول على  11تباینت المدد اللازمة للحصول على أقصى انتاج لحامض الكوجیك من الفطریات فقد كانت مدة 

یوم  12، كما كانت مدة  )A.oryzae CCRC 30102 )18و  A.flavus CCRC30010أقصى انتاج للحامض من الفطرین 
 )19لتر(غم/ 30.45اذ بلغت كمیة الحامض المنتجة  A. parasiticusھي المثلى للحصول على أقصى انتاج للحامض من الفطر 

 . )A. flavus )23أیام للحصول على أعلى انتاج للحامض من الفطر  4، في حین اقتصرت مدة الحضن على 
 

 
 A . fumigatus  24): تأثیر مدة الحضن في انتاج حامض الكوجیك من العزلة 6الشكل (
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 A . flavus  29 الحضن في انتاج حامض الكوجیك من العزلة): تأثیر مدة 7الشكل (
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