
 

 علوم الحياة |  320

2016) عام 1العدد (  29مجلة إبن الهيثم للعلوم الصرفة و التطبيقية                                                                            المجلد  

Ibn Al-Haitham J. for Pure & Appl. Sci.                                           Vol. 29 (1) 2016 

  كاروتين من بعض انواع جنس  -استخلاص وتقدير صبغة البيتا
  المعزولة ودراسة امكانية زيادة انتاجها بالتطفير Rhodotorulaـ لا

  
   بادية عبدالرزاق جمال ملاعبيدة  

  الموصلقسم علوم الحياة/كلية العلوم/جامعة 
       رافعة قادر جرجيس الزبيدي                                               

  رعد حساني سلطان الحاج علاوي 
  قسم علوم الحياة/كلية التربية للعلوم الصرفة/جامعة الموصل

  
  2015تشرين الثاني 15قبل في : 2015حزيران 3استلم في :

  

  خلاصة ال
تضمنت ثمار الفاكهة وأوراقها عزلات جمعت من مصادر نباتية مختلفة  6كاروتين من -تم استخلاص صبغة البيتا

 R. mucilaginosa BA61إذ بلغت اقصى انتاجية من العزلة  ،.Rhodotorula spتعود الى بعض انواع جنس  وتربتها
التѧѧأثيرات  ةغم/لتѧѧر. ودراسѧѧ 5.39اقѧѧل انتاجѧѧا وبمقѧѧدار  R. minuta BA78غم/لتѧѧر، فيمѧѧا كانѧѧت العزلѧѧة  10.25وبمقѧѧدار 

والمطفѧѧر الفيزيѧѧائي  N-methyl-Ń-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)التطفيريѧѧة لكѧѧل مѧѧن المطفѧѧر الكيميѧѧائي 
Short Wave Ultraviolet )UVC(  ائيѧѧر الكيميѧѧعلى حيوية العزلات وبينت النتائج ان المطف(MNNG)  زѧѧ0.2بتركي 

  فѧѧѧѧѧѧي العزلѧѧѧѧѧѧة  %65.91اذ وصѧѧѧѧѧѧلت نسѧѧѧѧѧѧبة شѧѧѧѧѧѧدة القتѧѧѧѧѧѧل اقصѧѧѧѧѧѧاها حيويѧѧѧѧѧѧة العѧѧѧѧѧѧزلات  فѧѧѧѧѧѧيملغم/مѧѧѧѧѧѧل تѧѧѧѧѧѧأثير واضѧѧѧѧѧѧح 
R. minuta BA78اѧѧر بѧѧر التطفيѧѧين اظهѧѧي حѧѧل. ف ѧѧـUVC  رضѧѧادة التعѧѧع زيѧѧزلات مѧѧع العѧѧل لجميѧѧدة القتѧѧبة شѧѧادة نسѧѧللزي ѧѧـ

UVC ةѧѧت العزلѧѧوكان .R. minuta BA78  لѧѧدة القتѧѧبة شѧѧت نسѧѧأثراً، إذ بلغѧѧر تѧѧد  %100اكثѧѧدةعنѧѧعيع  مѧѧم  20تشѧѧة. تѧѧدقيق
ملغم/مل والفيزيائي. اظهرت النتائج زيادة شدة قتل العزلات المدروسة  0.2دراسة تأثير الدمج بين المطفر الكيميائي بتركيز 

. التѧѧأثير الاكبѧѧر فѧѧي انتاجيѧѧة R. minuta BA78دقيقѧѧة للعزلѧѧة  20و  15تشѧѧعيع  مѧѧدةعنѧѧد  %100قيѧѧد الدراسѧѧة حيѧѧث بلغѧѧت 
  ين المطفѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧر الكيميѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧائي  والفيزيѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧائي كѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧان علѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧى العزلѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧة كѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧاروتين عنѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧد الѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧدمج بѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧ -البيتѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧا

R. mucilaginosa BA61، غم/لتر. 11.45بلغت الانتاجية اقصاها وبمقدار إذ  
  Rhodotorula  ،Mutagenesis  ،β-Carotene  ،Extraction الكلمات المفتاحية :
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  المقدمة
ترجع ألوان الكاروتينويدات الصفراء، الحمراء والوردية وسهولة قابليتها للأكسدة إلى وجود العديد من الأواصر  

كاروتين من أهم وأكثر أنواع الكاروتينات الطبيعية التي تصنعها النباتات -]. يعد البيتا1المزدوجة التي تدخل في تركيبها [
]. وفي السنوات الأخيرة 2من الكاروتين الكلي [70% إذ تصل نسبته إلى حوالي  والطحالب والأحياء الدقيقة مثل الخمائر

 Aزاد الاهتمام به إلى حد كبير ويرجع ذلك لكثرة الأدلة التي تشير إلى فوائده وأهميته لصحة الإنسان فهو مصدر لفيتامين 
على الرؤية كما أنه مادة مضادة للأكسدة  الضروري للمحافظة Aيتم تحويله في امعاء الانسان إلى فيتامين  إذ ،في الجسم

 .]3[ تحمي الجسم من الجذور الحرة، وتعمل على تعزيز الجهاز المناعي في الجسم وتسهم في تحفيز نمو الخلايا وتمايزها
مما أدى نتاج مقارنة بنسبة العائدات وذلك لارتفاع تكاليف الا اً نتاج الكاروتين من النباتات أصبح محدودالوحظ مؤخراً أن 

إلى توجه اغلب الأبحاث والدراسات للحصول على الكاروتين من الأحياء المجهرية التي أصبحت مصادرً بديلة عن 
فضلاً ]. 4نتاج وتجنب تلوث البيئة بالمخلفات الناتجة عن النفايات الزراعية والصناعية [النباتات بالنظر لانخفاض كلفة الا

ائنات الدقيقة يجنبنا المشاكل الناتجة عن التغييرات الموسمية والجغرافية التي تجابه أن الكاروتين الناتج من هذه الك عن
بالنظر لطبيعتها  الأخرى نتاج الكاروتين من الأحياء المجهريةامة في ء]. وتعد الخمائر أكثر ملا5إنتاجه من النباتات [

التابعة لقسم الفطريات  Rhodotorulaخمائر جنس  ]. وتتميز6كونها كائنات وحيدة الخلية فضلاً عن معدل نموها السريع [
ً نوع 35وي تحته اكثر من ظوالتي ين Basidiomycotinaالبازيدية  ] ورغم ان 7بقدرتها على تخليق الكاروتينويدات [  ا

 .Rمعظم الانواع التابعة لهذا الجنس غير مرضية الا ان بعض انواعه ممكن ان تسبب اصابات للإنسان مثل 
mucilaginosa ]8 و [R. glutinis  وR. minuta مهم عاملاً  كونها ً في الاصابة وشدة الالتهاب، إذ تتواجد بصورة  ا

طبيعية على الجلد وفي الرئتين، الادرار والغائط. كما ويصيب افراد هذا الجنس بشكل رئيس المرضى الذين يعانون من قلة 
  ]. 9المناعة [

ق، ومنها تقنية الكروماتوكرافي التي تتميز بأنها على ائلعديد من الطرلتحليل مزيج مركبات الكاروتين استعملت ا
] 11] والطبقة الرقيقة [10[ درجة عالية من الحساسية والخصوصية في تثبيت النتائج وتشمل كروماتوكرافيا الورقي

القياسي  - توكرافيا الغازوكروما ]13[ HPLC] وكروماتوكرافيا السائل العالية الأداء 12السائل [ –وكروماتوكرافيا الغاز
]. وقد ساعد التطور في مجال التكنولوجيا على تطوير التقنيات الانتاجية، ويعد تعريض الكائنات الحية 14الطيفي سالكتلي [

]. يهدف 15كيميائية [ ملاً للمطفرات واحدة من أكثر التقنيات لزيادة الانتاجية، سواء أكانت هذه المطفرات فيزيائية أااستعم
كاروتين من الخمائر الملونة واجراء التحسينات الوراثية على العزلات المنتجة -حث الى استخلاص وتنقية صبغة البيتاالب

  للصبغة بالتطفير باستعمال المطفرات.
  

  مواد وطرائق العملال
  العزلات قيد الدراسة:
  Rhodotorula  mucilaginosa BA58 ،R. mucilaginosaعѧѧѧѧزلات وهѧѧѧѧي:  6تѧѧѧѧم اسѧѧѧѧتعمال 

 BA75، BA61  R. mucilaginosa ، BA83 R. glutinis ، BA78 R. minuta ،R. graminis BA1 
  ].16مشخصة مسبقا في دراسة سابقة اجريت في مختبرات قسم علوم الحياة/كلية التربية للعلوم الصرفة/جامعة الموصل [

  Effect  of  Mutagenes on Yeast Isolationالعزلات الخميرية  فيتاثير المطفرات 
  التاثير التطفيري للأشعة الفوق البنفسجية القصيرة الموجة 

مѧѧل مѧѧن معلѧѧق خلايѧѧا الخمѧѧائر وضѧѧع فѧѧي طبѧѧق  5أخѧѧذ  ]17[وآخѧѧرون  Gaoطريقѧѧة بحسѧѧب  عملية التشعيع اجريت  
بتѧѧري نظيѧѧف ومعقѧѧم ووضѧѧع الطبѧѧق علѧѧى سѧѧطح محѧѧرك مغناطيسѧѧي عمѧѧل علѧѧى تحريѧѧك العѧѧالق حركѧѧة دائريѧѧة اثنѧѧاء التشѧѧعيع 
لضمان تعريض جميع الخلايا للأشعة. تم تعرض العالق بعد رفع الغطاء للأشعة فوق البنفسجية بصورة عمودية من مصباح 

سѧѧم.  20ويكون البعد بين المصباح وسطح الطبѧѧق  اً نانوميتر 254جية الذي يعطي اشعة ذات طول موجي الأشعة فوق البنفس
) دقيقة، فضلاً عن المعاملة صفر (بدون تشѧѧعيع) كمقارنѧѧة. بعѧѧد 20و15 ، 5،10، (2زمنية  مددلخمس  جرت عملية التشعيع

نيوم وترك في الظلام لمدة ساعة لتحاشѧѧي حѧѧدوث عمليѧѧة الزمنيىة للتشعيع سحب الطبق وغلف بورق رقائق الالم المدةانتهاء 
مѧѧل  0.2وبواقѧѧع  SGA. مزج العالق جيدا وتم تلقيح خمسة اطباق للوسط الغѧѧذائي Photoreactivationالاصلاح الضوئي 

أيѧѧام ثѧѧم  7م لمѧѧدة ˚28التشѧѧعيع المدروسѧѧة. حضѧѧنت الاطبѧѧاق بدرجѧѧة  مѧѧددزمنيѧѧة مѧѧن  مѧѧدةمن العالق الخميري لكل طبق ولكل 
مѧѧل مѧѧن العѧѧالق الخميѧѧري  1حسب عدد المستعمرات النامية في الاطباق الخمسة ليكون مجموع عدد المستعمرات النامية فѧѧي 

الزمنية المدروسة. من العالق الخميري غير المشعع اي المعاملة صفر تم تحضير سلسلة من التخافيف ولغاية  وللمدةالمشعع 
ايѧѧام تѧѧم  7ولمѧѧدة  م˚28مѧѧل لكѧѧل طبѧѧق. وحضѧѧنت بدرجѧѧة  0.1وبواقѧѧع  SGA. ومن هѧѧذا التخفيѧѧف لقحѧѧت عشѧѧرة اطبѧѧاق 4-10

    :الآتيةوالنسبة المئوية للأفراد الناجية والنسبة المئوية لشدة القتل بحسب المعادلات  حساب عدد المستعمرات النامية
   100×طباق غير المشععة) النسبة المئوية للأفراد الناجية = (العدد الناتج من معاملة التشعيع/ العدد الناتج من الأ

  النسبة المئوية للافراد – 100النسبة المئوية لشدة القتل = 
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   N-methyl-Ń-nitro-Ń-nitrosoguanidineالتأثير التطفيري للمطفر الكيميائي 
مѧѧل مѧѧاء   100فѧѧي MNNGغѧѧم مѧѧن المѧѧادة المطفѧѧرة  0.02إذ تѧѧم اذابѧѧة  ]5[وآخѧѧرون  Frengovaطريقѧѧة  اسѧѧتعملت

مل من عѧѧالق الخلايѧѧا  1مل إلى أنبوبة اختبار تحتوي على  5، نقل منها ملغم/مل 0.2مقطر معقم وبذلك يكون تركيز المطفر 
دقيقѧѧة. رسѧѧبت الخلايѧѧا عѧѧن طريѧѧق النبѧѧذ  30م ولمѧѧدة ˚37الخميرية. حضنت الأنابيب في حمام مائي هزاز فѧѧي درجѧѧة حѧѧرارة 

دورة/دقيقѧѧة. غسѧѧل الراسѧѧب  9,000دقيقѧѧة عنѧѧد سѧѧرعة  15لمѧѧدة  Centrifugeي المركѧѧزي باسѧѧتعمال جهѧѧاز النبѧѧذ المركѧѧز
Pellet  افةѧѧدة  10بإضѧѧزي لمѧѧذ مركѧѧري نبѧѧم واجѧѧر معقѧѧاء مقطѧѧل مѧѧرعة  15مѧѧة بسѧѧة  9,000دقيقѧѧررت عمليѧѧة. كѧѧدورة/دقيق

مѧѧل مѧѧن العѧѧالق  0.2مѧѧل مѧѧاء مقطѧѧر معقѧѧم، رجѧѧت الأنابيѧѧب جيѧѧدا ثѧѧم نشѧѧر  10الغسѧѧل ثѧѧلاث مѧѧرات ثѧѧم علѧѧق الراسѧѧب بإضѧѧافة 
أطباق/معاملѧѧة  5بمعѧѧدل  SGAطة قضيب زجاجي معقم على سطح أطباق بتري تحتѧѧوي علѧѧى الوسѧѧط الغѧѧذائي الصѧѧلب ابوس

أيѧѧام، تѧѧم حسѧѧاب عѧѧدد  7م مѧѧدة ˚28مع وجود أطبѧѧاق للمقارنѧѧة (غيѧѧر معاملѧѧة بѧѧالمطفر). حضѧѧنت الأطبѧѧاق عنѧѧد درجѧѧة حѧѧرارة 
مѧѧل مѧѧن العѧѧالق الخميѧѧري غيѧѧر  1المجمѧѧوع عѧѧدد المسѧѧتعمرات الناجيѧѧة فѧѧي المستعمرات الناجيѧѧة فѧѧي الاطبѧѧاق الخمسѧѧة ليكѧѧون 

  المطفر والنسبة المئوية لشدة القتل.
  UVCوالمطفر الفيزيائي  MNNGالمطفر الكيميائي  عمالتأثير التطفير باست

مѧѧل مѧѧن محلѧѧول المطفѧѧر  5فѧѧي الѧѧدمج بѧѧين التطفيѧѧر الكيميѧѧائي والفيزيѧѧائي، أضѧѧيف  ]18[وآخѧѧرون  Liاتبعѧѧت طريقѧѧة 
مѧѧل مѧѧن عѧѧالق الخلايѧѧا الخميريѧѧة لكѧѧل نѧѧوع مѧѧن  1إلѧѧى أنبوبѧѧة اختبѧѧار تحتѧѧوي علѧѧى  ملغم/مل 0.2 بتركيز MNNGالكيميائي 

دقيقѧѧة. رسѧѧبت الخلايѧѧا  30م لمѧѧدة ˚37أنواع الخمائر المدروسة. حضѧѧنت الأنابيѧѧب فѧѧي حمѧѧام مѧѧائي هѧѧزاز عنѧѧد درجѧѧة حѧѧرارة 
 10دورة/دقيقة، كررت عملية الغسل ثلاث مرات وعلق الراسѧѧب بإضѧѧافة  9,000عند سرعة دقيقة  15بالنبذ المركزي لمدة 

مل من المعلق وضع في طبق  5مل ماء مقطر معقم، رجت الأنابيب جيدا. جرت عملية التشعيع داخل حجرة مظلمة، ثم أخذ 
) دقيقѧѧة. ثѧѧم حسѧѧب عѧѧدد 20و15 ، 5،10، (2بتѧѧري نظيѧѧف ومعقѧѧم وتѧѧم تعريضѧѧه للاشѧѧعة فѧѧوق البنفسѧѧجية للفتѧѧرات زمنيѧѧة 

كѧѧاروتين وقѧѧدرت -المستعمرات النامية والنسبة المئوية للأفراد الناجيѧѧة والنسѧѧبة المئويѧѧة لشѧѧدة القتѧѧل. استخلصѧѧت صѧѧبغة البيتѧѧا
  كميتها لغرض المقارنة بين انتاجية العزلة قبل وبعد التطفير. 

   Extraction of β-carotene Pigmentكاروتين  - استخلاص صبغة البيتا
كاروتين من عزلات الخمائر غيرالمطفرة والمطفرة بالدمج بين كل من المطفر  - تم استخلاص صبغة البيتا  

ساعة على الوسط  48غم من الخميرة المنماة لمدة  3 ]. وزنHarbone ]19الكيميائي والطفر الفيزيائي بحسب طريقة 
مل  20عت في دورق زجاجي صغير يحتوي على ) بميزان الكتروني حساس وضSGAالغذائي الصلب سابرود كلوكوز (

غطيت بالكامل برقائق الألمنيوم لمنع تعرضها للضوء والأكسدة الضوئية. وضع  Glass beadsملغم 150 من الأسيتون و 
ساعة لتحطيم جدران خلايا الخميرة. تم استبعاد جدران الخلايا المحطمة  48الدورق على المحرك المغناطيسي لمدة 

مل وأضيف اليه خليط من مذيب الأيثر  250ن خلال أوراق الترشيح. وضع الراشح في قمع فصل زجاجي سعة بالترشيح م
على التوالي مع كمية قليلة من ملح كلوريد الصوديوم، رج القمع جيدا وبقوة وترك لمدة دقيقتين  2:15والميثانول بنسبة 

ا المذيب الأيثر الحاوي على صبغة الكاروتين وتمثل الطبقة لحين تكون طبقتين (قطبية وغير قطبية). تمثل الطبقة العلي
الكاروتين، تم تبخير - الحاوي على صبغة البيتا المستعمل. أهملت الطبقة السفلى وأخذ المذيب الأخرى السفلى المكونات

م ˚-18م عند م وحفظ في قنانٍ معتمة وفي ظروف الظلا˚60-40المذيب بعد ذلك باستعمال جهاز المبخر الدوار عند درجة 
  لتجنب تأكسد الصبغة وتلفها. 

   Estimation of β-carotene Pigmentكاروتين  –تقدير صبغة البيتا 
في مركز الأبحاث التابع لشركة الكندي  كاروتين المستخلصة من عزلات الخمائر قيد الدراسة- تم تقدير صبغة البيتا

مايكرومتر. حسب طريقة  0.22بعد تنقيتها باستعمال مرشحات غشائية بقطر محافظة نينوى/العراق. العامة في 
Čarnecká ]13،[  وتم تقديرها بجهاز الكروماتوكرافيا السائل عالي الكفاءةHPLC  20-نوع SPD-Shimadzu Le

20 A  بأستعمال عمود فصلC18  من شركةDos-3-Scienes ملم. الطور المتحرك يتكون من  250×  4.6بأبعاد
Methanol وAcetonitril ) بنسبة(بمعدل جريان  اً مايكروليتر 20حجم العينة  95 :5Flawrate )1.0 ،مل/دقيقة (

غم/لتر.  1 .0)  بتركيز.β-carotene Standard )Sigma-Aldirch, U.S.Aكاروتين القياسية  -حضرت صبغة البيتا
لكل عينة  Peakنتج عن عملية الفصل رسم منحني نانوميتر،  285م وطول موجي ˚45اجري التقدير عند درجة حرارة 

كاروتين عن طريق مقارنة نتائج التقدير الكمي لصبغة -مقرون بزمن الاحتجاز الخاص بها، وحساب تركيز صبغة البيتا
ومساحة الحزم المجهولة  Retention Timeكاروتين في نماذج عينات الخمائر المدروسة لكل من زمن الاحتباس  -البيتا
  ] :13كاروتين القياسية المعروفة وفق المعادلة التالية [-اذج مع زمن الاحتباس ومساحة المنحني لصبغة البيتاللنم

  تركيز النموذج القياسي× حزمة المركب / مساحة حزمة النموذج القياسي)  (تركيز المركب في العينة = مساحة 
  

  النتائج 
  دراسة القابلية التطفيرية للاشعة فوق البنفسجية القصيرة الموجة على حيوية عزلات الخمائر 

 mucilaginosa BA58 .Rلوحظ زيادة نسب شدة القتل فѧѧي الخميѧѧرة  UVعند تعريض عالق الخمائر الى اشعة 
  لخميѧѧѧѧѧѧѧرة التعѧѧѧѧѧѧѧرض. امѧѧѧѧѧѧѧا فѧѧѧѧѧѧѧي ا مѧѧѧѧѧѧѧدة) علѧѧѧѧѧѧѧى التѧѧѧѧѧѧѧوالي مѧѧѧѧѧѧѧع زيѧѧѧѧѧѧѧادة %76.92و  66.15، 40.77، 16.15، 3.84(

mucilaginosa AB75 .R ) لѧѧدة القتѧѧب شѧѧت نسѧѧد كانѧѧوالي. %77.5و  56.66، 35.83، 24.16، 8.33فقѧѧى التѧѧعل (
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. امѧѧا mucilaginosa BA61 .R) علѧѧى التѧѧوالي فѧѧي الخميѧѧرة % 80.15و  32.54،52.38، 20.63 ،8.73وبلغѧѧت (
) على التوالي. بينمѧѧا %63.02و 52.68 ، 41.14، 23.95 ،13.02بلغت نسب شدة القتل ( glutinis  BA83 .Rالخميرة 

) علѧѧى التѧѧوالي فѧѧي حѧѧين لѧѧم يكѧѧن هنѧѧاك %100و  minuta BA78 .R )40،95.71 ،78.57 ،85.71كانѧѧت فѧѧي الخميѧѧرة 
، 6.89وصѧѧѧلت نسѧѧѧب شѧѧѧدة القتѧѧѧل ( BA1 R. graminis ـѧѧѧلدقيقѧѧѧة. وبالنسѧѧѧبة  20تشѧѧѧعيع  مѧѧѧدةمسѧѧѧتعمرات حيѧѧѧة عنѧѧѧد 

). من النتائج الѧѧواردة اعѧѧلاه يتضѧѧح ان اكثѧѧر انѧѧواع الخمѧѧائر  1على التوالي (الجدول )%75.86 و 62.06،  20.69،33.10
 مѧѧدةإذ ارتفعѧѧت نسѧѧب شѧѧدة القتѧѧل بشѧѧكل كبيѧѧر مѧѧع زيѧѧادة  minuta BA78 .Rتѧѧأثراً بالاشѧѧعة فѧѧوق البنفسѧѧجية كانѧѧت الخميѧѧرة 

  دقيقة.  20تعريض  مدةعند  %100التعرض للأشعة وبلغت 
  مطفر الكيميائي على حيوية عزلات الخمائرلل دراسة القابلية التطفيرية 

 ، إذحيوية جميع انواع الخمائر المعرضة له فيتأثيرا واضحا  MNNGاظهرت نتائج تطفير بالمطفر الكيميائي   
  ). 2) على التوالي (الجدول %36.13و 65.91 ، 61.72، 46.32، 57.26،48.38بلغت نسب شدة القتل (

 والفيزيائي على حيوية عزلات الخمائر مطفر الكيميائي  للدراسة القابلية التطفيرية  
، ادى التداخل باستعمال المطفرين المذكورين (الكيميائي والفيزيائي) الى ازدياد نسѧѧب القتѧѧل بѧѧين العѧѧزلات المطفѧѧرة

  ) علѧѧѧѧѧى التѧѧѧѧѧوالي ضѧѧѧѧѧمن معلѧѧѧѧѧق خميѧѧѧѧѧرة %100و 100، 93.90، 86.58، 79.26سѧѧѧѧѧجلت اعلѧѧѧѧѧى نسѧѧѧѧѧب شѧѧѧѧѧدة قتѧѧѧѧѧل ( إذ
BA78 R. minuta) بѧѧرين  % 85.82و70.15، 44.77، 33.58، 23.66، في حين كانت اقل النسѧѧوالي للمطفѧѧى التѧѧعل(

. وتباينت نسب القتل بين عزلات الخمѧѧائر الاخѧѧرى قيѧѧد الدراسѧѧة وفقѧѧا لنѧѧوع BA1  R. graminis  تجاه معلق خميرةاسوية 
كانѧѧت شѧѧديدة الحساسѧѧية للمطفѧѧرين  BA78 R. minuta ). يتبѧѧين ممѧѧا ذكѧѧر اعѧѧلاه بѧѧان الخميѧѧرة3الخميرة المطفѧѧرة (الجѧѧدول 

دقيقѧѧة. لѧѧذا اعتمѧѧدت المسѧѧتعمرات الناجيѧѧة مѧѧن التطفيѧѧر  20 و 15التعѧѧرض للأشѧѧعة الѧѧى  مѧѧدةبدلالة عدم ظهور نمو مѧѧع زيѧѧادة 
قة كاروتين اللاح-دقائق في تجارب استخلاص وتنقية وتقدير صبغة البيتا 10 مدةبالمطفر الكيميائي والأشعة فوق البنفسجية ل
تطفيѧѧر ظهѧѧر فيهѧѧا نمѧѧو محѧѧدود لجميѧѧع الخمѧѧائر قياسѧѧا  مѧѧدةمطفرة بوصفها افضѧѧل اللغرض مقارنة الانتاجية مع العزلات غير 

   بظروف النمو الطبيعية. 
كѧѧاروتين المستخلصѧѧة مѧѧن الخمѧѧائر بتقنيѧѧة الكروماتوكرافيѧѧا السѧѧائل عѧѧالي  -تقѧѧدير الكمѧѧي لصѧѧبغة البيتѧѧالا

    HPLCالكفاءة 
كاروتين مѧѧن عѧѧزلات الخمѧѧائر الملونѧѧة المطفѧѧرة بطريقѧѧة الѧѧدمج بѧѧين المطفѧѧر  -صبغة البيتابعد استخلاص     

. نѧѧتج عѧѧن عمليѧѧة الفصѧѧل رسѧѧم HPLCتقنيѧѧة  عمالدقائق، تم تقديرها كميا ونوعيا باسѧѧت 10 مدةالكيميائي والمطفر الفيزيائي ل
). تبѧѧين ان زمѧѧن الاحتبѧѧاس الѧѧذي 1(الشѧѧكل دقيقѧѧة  3.045المنحني الخاص بالمركب القياسي الذي ظهر عند زمѧѧن الاحتبѧѧاس 

) مطѧѧѧابق لѧѧѧزمن الاحتبѧѧѧاس 4) (الجѧѧدول 7، 6، 5، 4، 3، 2الخѧѧѧاص بكѧѧل عينѧѧѧة (الاشѧѧѧكال  Chromatogramظهѧѧر علѧѧѧى 
دقيقة الخاص بالمحلول القياسي مما يدل على تواجد الصبغة في هذه المستخلصات. تجدر الاشارة الѧѧى ان الاخѧѧتلاف  3.045

كѧѧاروتين المنѧѧاظرة لهѧѧا ضѧѧمن مستخلصѧѧات  -كѧѧاروتين القياسѧѧية وصѧѧبغات البيتѧѧا -بѧѧاس بѧѧين صѧѧبغة البيتѧѧافѧѧي قيمѧѧة زمѧѧن الاحت
  الخمائر قد لوحظت في دراسات اخرى. 

  
  المناقشة

ذات تѧѧأثير تطفيѧѧري ومسѧѧرطن عѧѧالٍ جѧѧداً، واكثѧѧرهم ضѧѧرراً هѧѧي  اً ) نѧѧانومتر280–(190ان الاشعة فوق البنفسѧѧجية 
 اشѧѧار سѧѧاجدي وعلѧѧيالكيميائي والفيزيائي مع بعضهما الى زيادة شدة التأثير. فقد  المطفرينيؤدي دمج . ]20[ اً نانومتر 254

طويلѧѧة أو اسѧѧتعمال تركيѧѧز عѧѧال مѧѧن المѧѧادة  لمѧѧدةالتعѧѧريض، اذ ان اطالѧѧة التعѧѧريض  مѧѧدةلتركيز المادة المطفѧѧرة وطѧѧول  ]21[
 Mohsenاروتين متوافقѧѧة مѧѧع دراسѧѧة الباحѧѧث كѧѧ -المطفرة يؤدي الى قتل الخلايѧѧا المعرضѧѧة. جѧѧاءت نتيجѧѧة اسѧѧتخلاص البيتѧѧا

 -اشاروا الى افضلية استعمال كل من مذيب الايثر والميثانول في استخلاص الكاروتينويѧѧدات ومنهѧѧا البيتѧѧا إذ ،]22[وآخرون 
كѧѧاروتين. اوضѧѧحت دراسѧѧات اخѧѧرى الѧѧى ان الفصѧѧل الكفѧѧوء لأغلѧѧب الصѧѧبغات الشѧѧائعة بضѧѧمنها الكاروتينويѧѧدات يكѧѧون عنѧѧد 

الاسѧѧيتون والكحѧѧولات الثلاثيѧѧة) مѧѧن المركبѧѧات المفضѧѧلة ، الايثѧѧر البترولѧѧي( Solvent Systemsانظمѧѧة الإذابѧѧة  اسѧѧتعمال
  ].19[ Harborne] لذا اعتمد المبدأ الذي ذكره الباحث 23لاستعمالها كمكون قطبي في هذه الانظمة [

. وجѧѧد ان زمѧѧن الاحتبѧѧاس لصѧѧبغة ]24[في الفصل الكمѧѧي والنѧѧوعي  المستعملةمن التقنيات الاساسية  HPLCـ لتعد ا
وهѧѧذا يتفѧѧق مѧѧع مѧѧا تѧѧم الحصѧѧول عليѧѧه مѧѧن نتѧѧائج فѧѧي  ]25[دقيقة  3-4كاروتين المستخلصة من الخمائر يتراوح ما بين  -البيتا

 -صѧѧبغة البيتѧѧاتم الاشѧѧارة الѧѧى ان الدراسة الحالية، اذ كان زمن الاحتباس ضمن المدة المذكورة للعزلات البرية والطافرة. فقد 
مطفѧѧرة ظهѧѧرت عنѧѧد الالمطفرة باستعمال الاشѧѧعة الفѧѧوق البنفسѧѧجية وغيѧѧر   R. glutinisكاروتين التي تم فصلها من الخميرة 

. بينѧѧت نتѧѧائج التقѧѧدير الكمѧѧي للصѧѧبغة زيѧѧادة كميتهѧѧا فѧѧي الخمѧѧائر ]27-26[دقيقѧѧة، علѧѧى التѧѧوالي  3.49و  3.64زمѧѧن احتبѧѧاس 
اكثѧѧر الانѧѧواع انتاجѧѧا اذ بلѧѧغ تركيѧѧز  R. mucilaginosa BA61نѧѧت الخميѧѧرة المطفѧѧرة مقارنѧѧة بالخمѧѧائر غيѧѧر المطفѧѧرة، وكا

غم/لتѧѧѧر فѧѧѧي العزلѧѧѧة غيѧѧѧر المطفѧѧѧرة وعنѧѧѧد تعريضѧѧѧها للمطفѧѧѧر ازدادت قابليتهѧѧѧا علѧѧѧى الانتѧѧѧاج ووصѧѧѧلت الѧѧѧى 10.25الصѧѧѧبغة 
لة غيѧѧر المطفѧѧرة غم/لتر في العز5.39فكانت اقل الخمائر انتاجا للصبغة  R. minuta BA78)غم/لتر. اما الخميرة 11.45(

  ، R. mucilaginosa BA58غم/لتѧѧѧر بعѧѧѧد تعريضѧѧѧها للمطفѧѧѧرات. امѧѧѧا عѧѧѧزلات الخمѧѧѧائر 6.56وارتفѧѧѧع انتاجهѧѧѧا الѧѧѧى 
R. mucilaginosa BA75 ،R. glutinis BA83  وBA1 R. graminis  ) بغةѧѧ8.47، 8.91فقد كان تركيز الص ،   
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) غم/لترعلѧѧى 8.28و8.45 ، 9.33،9.20ازداد التركيѧѧز الѧѧى ( ) غم/لتر على التوالي للعزلات غير المطفѧѧرة. 7.36و7.65  
  التوالي في العزلات المعرضة للتطفير. 

لاحظ زيادة قابلية الخميرة  ، إذ]Razavi ]28و  Nasrabadiجاءت نتائج الدراسة الحالية مقاربة لما حصل عليه 
R. acheniorum رات  -على انتاج صبغة البيتاѧѧن مطفѧѧة مѧѧكاروتين بعد تعريضها لسلسلة متعاقبUV ،EMS ،MNNG .

بصѧѧورة متعاقبѧѧة  UV ،EMS ،MNNGللمطفѧѧرات  sp.  Rhodotorulaان تعѧѧريض الخميѧѧرة ] 18[ وآخѧѧرون Liوجѧѧد 
  213.18نتاجهѧѧا قبѧѧل التطفيѧѧر مѧѧايكروغرام/غم بعѧѧد ان كѧѧان ا 603.93بلѧѧغ انتاجهѧѧا ، إذادى الѧѧى زيѧѧادة انتاجهѧѧا للصѧѧبغة ذاتهѧѧا

علѧѧى انتѧѧاج الكاروتينويѧѧدات  Phaffia rhodozymaزيѧѧادة قѧѧدرة الخميѧѧرة ] 29[ وآخѧѧرون Hwan  مايكروغرام/غم. لاحظ
إلѧѧى ان تعѧѧريض الكائنѧѧات المجهريѧѧة  ]Winston ]30 معا. اشار الباحѧѧث MNNGو  UVبعد تطفيرها بكل من المطفرين 

للمطفرات يؤدي الى حدوث خلل وتغييرات في العمليات الايضية التي تحدث داخل الكائن الحي. فѧѧي دراسѧѧة اخѧѧرى مѧѧن قبѧѧل 
Gao تبين ان تطفير الخميرة  ]17[ وآخرونR. rubra  بالمطفر الكيميائيMNNG ة  في ادى الى التأثيرѧѧات الحيويѧѧالعملي

 Abdكاروتين وهذا يفسر ما تم التوصل اليه في دراستنا الحالية. وفي دراسة -ج الكاروتينويدات وبضمنها البيتاالمتعلقة بانتا
Razek -El ]31[  رةѧѧي الخميѧѧدات فѧѧوجد ان انتاجية الكاروتينويvar. glutinisR. glutinis   اѧѧا. امѧѧد تطفيرهѧѧي ازداد بعѧѧف

ملغم/لتѧѧر كاروتينويѧѧدات  2.2انتجت   MCIM 3353R. glutinisفقد وجد ان الخميرة  ]Gadre ]27و  Bhosale دراسة
. بينمѧѧا وجѧѧد %82كѧѧاروتين الѧѧى  -كاروتين وعند تعريض العزلة للأشعة فوق البنفسجية ارتفعت نسبة البيتѧѧا -منها بيتا 14%

Yehia أن تعريض الخميرة  ]26[ وآخرونR. glutinis ددللأشعة فوق البنفسجية ولѧѧة  مѧѧة مختلفѧѧ3.5، 3، 2.5،  (2زمني ،
ادى إلѧѧى زيѧѧادة انتاجيѧѧة الخميѧѧرة مѧѧن صѧѧبغة  اً نѧѧانومتر 254) دقيقѧѧة بطѧѧول مѧѧوجي 8و 7.5 ، 7، 6.5، 6، 5.5، 5، 4.5، 4

مايكروغرام/لترعنѧѧد التشѧѧعيع  138و 325 ، 369مѧѧايكروغرام/لتر فѧѧي العزلѧѧة غيѧѧر المطفѧѧرة الѧѧى  165كѧѧاروتين مѧѧن  -البيتا
دقيقѧѧة علѧѧى التѧѧوالي، وان مѧѧا تѧѧم الحصѧѧول عليѧѧه مѧѧن نتѧѧائج فѧѧي الدراسѧѧة الحاليѧѧة تتفѧѧق مѧѧع مѧѧا ذكѧѧر مѧѧن نتѧѧائج  3.5و3 ، 2 مدةل

  دراسات الباحثين اعلاه. 
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  ) : تأثير العامل الفيزيائي (الاشعة فوق البنفسجية) على حيوية عزلات الخمائر قيد الدراسة1جدول (

  
    

  العزلات
فترة التعرض لأشعة 

 UVـ لا
  ( دقيقة )

 المعدل عدد المستعمرات / طبق
الافراد الناجية 

% 
 نسبة القتل %

R. mucilaginosa BA58  

   26 26 26 27 24 27 المقارنة

2 27 23 26 24 25 25 96.15 3.84 

5 23 21 20 22 23 21.8 83.84 16.15 

10 14 17 16 15 15 15.4 59.23 40.77 

15 8 10 9 9 8 8.8 33.84 66.15 

20 4 7 8 5  6 6 23.07 76.92 

R. mucilaginosa BA75  

   24 24 25 22 23 26 المقارنة

2 21 20 24 23 22 22 91.66 8.33 

5 18 19 19 18 17 18.2 75.83 24.16 

10 15 16 17 14 15 15.4 64.16 35.83 

15 9 12 10 10 11 10.4 43.33 56.66 

20 6 4 5 5  7 5.4 22.5 77.5 

R. mucilaginosa BA61 

   25.2 26 27 24 25 24 المقارنة

2 25 22 24 21 23 23 91.26 8.73 

5 19 22 19 20 20 20 79.36 20.63 

10 15 19 16 18 17 17 67.61 32.54 

15 11 14 10 13 12 12 47.61 52.38 

20 7 3 6 4  5 5 19.84 80.15 

R. glutinis BA83 

   38.4 40 39 38 37 38 المقارنة

2 32 33 33 34 35 33.4 86.97 13.02 

5 29 30 28 29 30 29.2 76.04 23.95 

10 21 23 23 22 24 22.6 58.85 41.14 

15 17 18 20 17 19 18.2 47.39 52.68 

20 14 15 13 14 15 14.2 36.97 63.02 

R. minuta BA78 

   14 14 15 16 13 12 المقارنة

2 9 8 7 8 10 8.4 60 40 

5 5 7 6 6 7 6.2 44.28 95.71 

10 4 0 5 3 0 3 21.42 78.57 

15 3 4 0 1 2 2 14.28 85.71 

20 0 0 0 0  0 0 0 100 

R. graminis BA1  

   29 29 28 31 27 30 المقارنة

2 28 29 26 25 27 27 93.10 6.89 

5 25 23 22 24 21 23 79.31 20.69 

10 18 19 20 19 21 19.4 66.89 33.10 

15 8 12 12 13 10 11 37.93 62.06 

20 6 8 5 9 7 7 24.13 75.86 
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 M (N-methyl-Ń-nitro-Ń-nitrosoguanidine (NNG) : تѧѧѧأثير العامѧѧѧل المطفѧѧѧر الكيميѧѧѧائي 2جѧѧѧدول (
  على حيوية الخمائر قيد الدراسة ملغم/مل 0.2 بتركيز 

 المعدل عدد المستعمرات / طبق العزلات
الافراد 

 الناجية%
نسبة القتل 

% 
R. mucilaginosa 

BA58  
 23.4 23 23 24 25 22المقارنة

42.73 57.26 
 10 10 9 9 12 10المعاملة

R. mucilaginosa 
BA75  

 24.8 23 25 26 26 24المقارنة
51.61 48.38 

 12.8 14 11 13 12 14المعاملة
R. mucilaginosa 

BA61 
 27.2 28 27 28 27 26المقارنة

53.67 46.32 
 14.6 16 15 13 14 15المعاملة

R. glutinis BA83 
 32.4 32 34 31 33 32المقارنة

38.27 61.72 
 12.4 14 12 13 11 12المعاملة

R. minuta BA78 
 17.6 18 17 19 16 18المقارنة

34.09 65.91 
 6 6 4 8 5 7المعاملة

R. graminis BA1 
 31 30 31 32 30 32المقارنة

63.87 36.13 
 19.8 21 18 21 20 19المعاملة

  

 N-methyl-Ń-nitro-Ń-nitrosoguanidine (MNNG)) : تأثير العامل المطفر الكيميائي 3جدول (
  الاشعة فوق البنفسجية) على حيوية الخمائر قيد الدراسة.  (ملغم/مل والعامل المطفر الفيزيائي 0.2 بتركيز

  العزلات

فترة التعرض 
ـ للأشعة ا
UV 

 ( دقيقة )

 المعدل عدد المستعمرات / طبق
الافراد 

الناجية%
نسبة 

 القتل %

R. mucilaginosa 
BA58  

   24.6 25 26 23 24 25  المقارنة
2 20 21 19 22 21 20.6 75.73 24.26 
5 18 15 17 14 16 16 59.70 40.29 

10 12 11 11 12 10 11.2 42.74 57.25 
15 8 4 5 7 6 6 24.39 75.61 
20 1 2 5 4 3 3 12.19 87.80 

R. mucilaginosa 
BA75 

   27.2 26 27 29 28 26 المقارنة
2 16 14 15 17 15 15.4 62.60 37.39 
5 13 14 10 11 12 12 48.78 51.22 

10 11 8 9 12 10 10 36.76 63.23 
15 6 6 5 7 7 6.2 22.79 77.20 
20 0 3 2 3 2 2 7.63 92.36 

R. mucilaginosa 
BA61  

   26.2 27 25 28 25 26 المقارنة
2 18 20 19 21 17 19 70.89 29.10 
5 12 13 13 15 14 13.4 49.26 50.73 

10 11 9 12 9 10 10.2 41.46 58.53 
15 5 8 5 6 6 6 22.90 77.1 
20 1 0 3 4 3 2.2 8.08 91.91 

R. glutinis BA83 

   35.2 35 37 33 35 36 المقارنة
2 18 15 16 15 17 16.2 46.02 53.97 
5 13 14 13 15 14 13.8 39.20 60.79 

10 4 3 4 5 6 4.4 12.5 87.5 
15 0 0 0 0 1 0.2 0.56 99.43 
20 0 0 0 0 0 0 0 100 

R. minuta BA78 16.4 16 18 17 16 15 المقارنة   



 

 علوم الحياة |  328

2016) عام 1العدد (  29مجلة إبن الهيثم للعلوم الصرفة و التطبيقية                                                                            المجلد  

Ibn Al-Haitham J. for Pure & Appl. Sci.                                           Vol. 29 (1) 2016 

  العزلات

فترة التعرض 
ـ للأشعة ا
UV 

 ( دقيقة )

 المعدل عدد المستعمرات / طبق
الافراد 

الناجية%
نسبة 

 القتل %

2 3 4 3 2 5 3.4 20.73 79.26 
5 1 2 3 2 3 2.2 13.41 86.58 

10 0 2 1 1 0 1 6.09 93.90 
15 0 0 0 0 0 0 0 100 
20 0 0 0 0 0 0 0 100 

R. graminis BA1 

   26.8 26 25 28 27 28 المقارنة
2 18 22 19 21 20 20 76.33 23.66 
5 18 19 17 16 17 17.4 66.41 33.58 

10 15 13 14 15 17 14.8 55.22 44.77 
15 9 7 10 6 8 8 29.85 70.15 
20 5 4 4 3 3 3.8 14.17 85.82 

  
  كاروتين المنتجة من عزلات الخمائر المطفرة والغير المطفرة.  -) : كمية البيتا4جدول (

  العزلات

  العزلات المطفرة  العزلات البرية

  زمن الأحتباس
  (دقيقة)

  التركيز غم/ لتر
  زمن الأحتباس

  (دقيقة)
  التركيزغم/ لتر

R. mucilaginosa BA58  3.054 8.91 3.233 9.33 
R. mucilaginosa BA75  3.217 8.47 3.050 9.20 
R. mucilaginosa BA61  3.158 10.25 3.244 11.45 

R. glutinis BA83  3.161 7.65 3.125 8.45 
R. minuta BA78  3.028 5.39 3.045  6.56 
R. graminis BA1  3.186 7.36 3.192 8.28 

   3.045  المادة القياسية
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  كاروتين القياسية-صبغة البيتا :)1شكل (
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  R. mucilaginosa BA58  . قبل التطفير العزلة1 :)2شكل (
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  R. mucilaginosa BA58  . بعد التطفير العزلة2
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  R. mucilaginosa BA75  . قبل التطفير العزلة1 :)3شكل (

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  R. mucilaginosa BA75  . بعد التطفير العزلة2
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  R. mucilaginosa BA61 . قبل التطفير العزلة 1: )4شكل (

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 R. mucilaginosa BA61 . بعد التطفير العزلة2
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  R.glutinis BA83 . قبل التطفير العزلة 1: )5شكل (

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

 R.glutinis BA83 العزلة. بعد التطفير 2

  



 

 علوم الحياة |  333

2016) عام 1العدد (  29مجلة إبن الهيثم للعلوم الصرفة و التطبيقية                                                                            المجلد  

Ibn Al-Haitham J. for Pure & Appl. Sci.                                           Vol. 29 (1) 2016 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  R. minuta BA78  . قبل التطفير العزلة1 :)6شكل (

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  R. minuta BA78  . بعد التطفير العزلة2
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  R. graminis BA1  . قبل التطفير العزلة1 :)7شكل (

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  

  R. graminis BA1  . بعد التطفير العزلة2
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Abstract 

Beta-carotene pigment was extracted from 6 strains collected from different sources 
related to some species of the genus Rhodotorula sp. The maximum productivity was in the 
strain Rhodotorula  mucilaginosa BA61 with amount 10.25 gm/l. The minimum productivity 
was from the strain R. minuta BA78 with amount 5.39 gm/l. The effects of the chemical 
mutagen (MNNG) and the physical mutagen (UVC) on the viability of the strains was 
studied. The results revealed that the chemical mutagen (MNNG) with the concentration 0.2 
mg/ml has the clear effect on the viability of the strains , which killing percentage reached to 
65.91% in the strain R. minuta BA78. Results of the study of mutagenesis with UVC showed 
that increase in killing percentage for all the studied strains with the increase of radiation 
period. The maximum effect was with the strain R. minuta BA78, the killing percentage reach 
to 100% with the radiation period 20 minute. The companying effects of chemical with the 
concentration 0.2 mg/ml and physical mutagen was studied. The result showed increase in 
killing percentage for the studied strains which reach to 100% with the radiation period 15 
and 20 minute for the strain R. minuta BA78. The maximum effect on Beta- carotene 
production was on the strain R. mucilaginosa BA61, the productivity reach to maximum with 
amount 11. 45gm/l.  

Rhodotorula  ،Mutagenesis  ،β-Carotene  ،Extraction   Keywords: 


