دراسة تاثير تراكيز مختلفة من العسل الطبيعي على نمو البكتريا Escherichia coli
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الخلاصة 

اجري البحث للكشف عن مدى تأثير تراكيز مختلفة من عينات العـسل الطبيعي علـى نمو البكتريا E. coli . 
تم فحص حبوب اللقاح لثلاث عينات من العسل الطبيعي جمعت من منحل الشهد (بابل) في عام 2008 لتحديد مصادرها النباتية، وظهر ان كل عينات العسل المدروسة ذات مصادر نباتية معروفة احتوت العينة الاولى على حبوب لقاح اليوكالبتوس، الثانية تضمنت حبوب لقاح البرسيم اما الثالثة فقد احتوت على حبوب لقاح الجت. 

بينت نتائج التجارب ان العسل له قدرة عالية ضد النمو البكتيري عند التراكيز 50%-90%، غير ان النمو كان ضعيفاً عند التركيز 40% بينما كان هناك نمواً كثيفاً عند التراكيز التي تراوحت بين 10%-30%.

Abstract
The search undertaken to detect the effect of different concentrations of normal honey samples on growth of E.coli bacteria.

Analyse for pollen grains was carried out on 3 samples of normal honey collected from – AL- shahd ( Babylon ) beekeeping in year 2008 to determine lts botanical sources. All of the honeys studied were knownfloral sources. The first sample contain Eucalyptus spp. Pollengrains , the second inclued Trifolium spp, and the thired sample contain Medicago spp. Pollengrains.
The results of the experiments indicate that honey have ahigh activity against bacterial growth at 50% -90% concentrations , but there is a weak growth at concentration 40% , while there is ahigh bacterial growth at concentrations ranging between 10%to 30%.  

المقدمة 

العسل مادة غذائية مهمة للانسان لاحتواءه على مواد مفيدة للجسم مثل الكاربوهيدرات والتي تشكل سكريات الفركتوز والكلكوز والسكروز نسبة 85%-95% من مجموع تلك الكاربوهيدرات (White , 1993). كما يحوي العسل مواد اخرى مثل الماء ونسبة قليلة من حامض الفورميك اضافة إلى كميات قليلة من الحوامض الاخرى والبروتينات وفيتامينات وانزيمات ومعادن وحبوب لقاح وبقايا فطريات والطحالب والخمائر ومواد صلبة اخرى كالشمع (Alamanni et. al., 1992). عرف العسل لدى الشعوب منذ قدم الزمان وتتجلى قدسية العسل لدى المسلمين في القرآن الكريم حيث ورد ذكره في سورة النحل الاية 68 و 69 ووصفه الله تعالى بانه شفاء للناس. ويعد العسل من المواد المهمة عند المسلمين والتي تشفي كثيراً من الامراض وقد تجلى هذا في ما ورد عن الرسول (ص) (( الشفاء في ثلاث : في شرطه محجم او شربه عسل او كية بنار، وانهي امتي عن الكي)) كما ورد عنه ( ص )(( عليكم بالشفاءين القرآن والعسل )). ان ما ورد في القرآن وعلى لسان الرسول (ص) قد اثبته العلم الحديث حيث وجد الباحث Bogdanov  (1984) والباحث El- Banby (1987) ان العسل ربما  يقاوم البكتريا ومضاد لها وربما سيحل يوماً بدل المضادات الحياتية لها. 

ان الفعل المضاد للبكتريا في العسل يتآتى من كون العسل هو عسل طبيعي وان نسبة السكريات في العسل تحدد كونه طبيعياً او صناعياً فقد اشترطت المواصفه القياسية العراقية لعسل النحل (1984) ان لاتقل نسبة سكر الكلوكوز في عسل النحل الطبيعي عن 34% وان لاتقل نسبة الفركتوز عن 40% اما نسبة السكروز فيجب ان لاتزيد عن 8%.    
ان نوعية الرحيق وطبيعة المصدر النباتي الذي جمع منه والظروف البيئية المحيطة وطبيعة التربة يحدد بشكل كبير نوعية العسل المنتج وطبيعة المواد الموجودة فيه. فالرحيق هو محلول سكري لبعض السكريات كالسكروز والفركتوز والكلوكوز مع كميات قليلة من الاحماض الامنية والاحماض العضوية والبروتينات والدهون ومضادات الاكسدة والدكسترينات والمعادن والانزيمات (Backer and Backer , 1982 ) اضافة إلى الماء والتي تتراوح نسبته  70%-40% وهذا يعتمد على المصدر النباتي ( Dela Barrela و Nobel 2004) اما نسبة السكريات فتتراوح بين 2% - 60% (Shuel , 1992)..
ان المصادر الغذائية لنحلة العسل هي مصادر متنوعة وحسب طبيعة وفرتها في البيئة التي تعيش فيها النحلة وهذه المصادر تتضمن حبوب اللقاح والتي تقوم عاملات تدعى pollen foragers بجمعها وخزنها في العيون السداسية الشمعية على عكس العاملات جامعات الرحيق.
يقوم النحل بزيارة الازهار لجمع حبوب اللقاح او الرحيق او الاثينين معاً وذكر الناجي (1980) ان نحل العسل في العراق يحصل على حبوب اللقاح من ذكور نخيل التمر والذرة الصفراء في حين تعد نباتات الجت والبرسيم واليوكالبتوس من المصادر الرئيسة والمهمة لجمع الرحيق اما الحمضيات والتفاحيات وزهرة الشمس والباقلاء والقطن فهي من المصادر المهمة لحبوب اللقاح والرحيق في العراق. 

وبين Catherine و Dave (2001) ان نحل العسل لايقوم بزيارة ازهار سبق وان تم زيارتها من قبل نحل أخر ولكن يعود بعد 24 ساعة لتفضيل هذه الازهار على غيرها من الازهار الاخرى ويستطيع النحل تدارك أي نقص في حبوب اللقاح او مخزونة لدى طائفة نحل العسل Rotjan وجماعته (2002) من خلال زيادة آلية جمع حبوب اللقاح. 

من المصادر المهمة الاخرى للرحيق هي عصارة الفواكه الناضجة مثل العنب والعرموط والالو والكوجة والمشمش وبعض التمور وهذه المواد غنية بالسكروز  البنبي  ( 1989) من المصادر الاخرى المهمة للنحل والتي يحصل على الرحيق من خلالها هو الندوة العسلية honeydew وهو سائل حلو المذاق تفرزه حشرات متشابهة الاجنحة (Homoptera) ولاسيما المن والحشرات العشرين المتغذية على النباتات (1993-White) وهذه تشكل مصدر اخر لغذاء النحل عند شحة مصادر الرحيق النباتية.
  ان اغلب سكريات الرحيق هي سكريات السكروز والكلوكوز والفركتوز فهي اضافة إلى قيمتها الغذائية فهي تعد محفزاً لسروح النحل فقد وجد Somerville ( 2005) ان تغذية النحل على محلول سكروز بتركيز 50% يعد محفزاً للنحل على السروح وتربية الحضنة ان وجود المواد المذكورة اعلاه في الرحيق والذي يقوم النحل بتحويله إلى عسل فيما بعد قد اعطى العسل صفه مقاومة الامراض كون تلك المواد تعد مغذية ومفيدة لجسم النحلة والانسان على حد سواء وذكر Joseph (2007) ان وجود حبوب اللقاح في العسل يزيد من قيمتها الغذائية لاحتواءها على فيتامينات مهمة مثل فيتامين K. 

للعسل قدرة فائقة على التعقيم:وخواص مضادة للبكتريا وقد استخدم بنجاح في تطهير الجروح وضمادها ونقلاً عن عبد الله (2008) فان للعسل تاثير قاتل للجراثيم عند تطبيقه على التقرحات والسطوح المتلهبة : فان فائدته ونفعه اكبر المطهرات الاخرى. 

يهدف هذا البحث الى دراسة مدى تاثير العسل الطبيعي في الحد من نشاط البكتريا المعوية E. coli  وبالتالي تشجيع الناس على تناول هذا المنتج دون اللجوء للعقاقير الطبية التي لها تاثير سلبي على صحة الانسان. 
المواد وطرائق العمل 

اجري البحث في مختبرات قسم علوم الحياة – كلية العلوم – جامعة بابل في العام 2008 واستند البحث على دراسة تاثير تراكيز مختلفة من العسل الطبيعي على نمو البكتريا E. coli.
تم شراء عينات العسل من منحل الشهد في مركز مدينة الحلة والمحفوظة في قناني زجاجية سعة لتر واحد واغلقت باحكام وحفظت بدرجة حرارة الغرفة لحين دراستها.
ولغرض التأكد من كون عينات العسل طبيعية فقد اجرى الفحص المجهري لانماط حبوب اللقاح الموجودة فيها استناداً إلى طريقة (Louveaux وجماعته 1978) وظهر من خلال الفحص انها طبيعية كما تم التعرف على مصدرها النباتي بالمقارنة مع دليل حبوب اللقاح المعد من قبل عبود (2002).

ولغرض دراسة التراكيز المختلفة للعسل على نمو البكتريا تم تخفيف العسل بواسطة الوسط الزرعي السائل Nutrient broth حيث اضيف 10 مل من هذا الوسط إلى 90 مل من العسل في انبوبة زجاجية مدرجة سعة 200 مل لينتج لنا محلول متجانس تركيز العسل فيه 90% وبالطريقة نفسها تم تحضير تراكيز مختلفة ولغاية التركيز 10%.
لقحت 5 من المحاليل اعلاه بالبكتريا قيد الدراسة في الظروف المختبرية المعقمة وحضنت بالحاضنة Incubature عند درجة حرارة 37 مئوية ولمدة 24 ساعة بعد تعليمها بعلاقة خاصة.
ولغرض التأكد ودراسة الوجود البكتري في المحاليل اعلاه فقد حضرت 10 اطباق من الوسط الزرعي الصلب Nutrient agar في ظروف التعقيم الحراري والحكولي وبعدها زرع كل طبق بعينه من المحاليل اعلاه وبطريقة التخطيط وحضنت بالحاضنة عند درجة حرارة 37 مئوية ولمدة 24 ساعة وبعد تعليمها بعلامات خاصة تم ملاحظة النتائج. 

النتائج والمناقشة
اظهرت نتائج تحليل حبوب اللقاح لعينات العسل الثلاثة قيد الدراسة جدول (1) ان العينة الاولى احتوت بشكل اساسي على حبوب لقاح نبات اليوكالبتوس وبنسبة 90% اضافة الى حبوب لقاح اخرى وبنسب قليلة جداً تمثلت ببعض حبوب لقاح الجت والبرسيم والحمضيات والخيار وهذا يدل على ان مصدر هذه العينة هو نبات اليوكالبتوس كما لوحظ ان العينة المدروسة احتوت على حبوب لقاح غير معروفة لصعوبة تشخيصها فيما اظهرت العينة الثانية حبوب لقاح البرسيم وبنسبة 85% مما يدل على ان مصدر هذه العينة هو نبات البرسيم المنتشر في العراق بشكل واسع اضافة الى ذلك تم تشخيص حبوب لقاح اليوكالبتوس والحمضيات وبنسب قليلة جداً اما الفحص المجهري لحبوب اللقاح في العينة الثالثة فقد اظهرت وبشكل واضح سيادة حبوب لقاح نبات الجت وبنسبة 90 % مقارنة بالانواع الاخرى القليلة التي تضمنت انواع من القطن والحمضيات وزهرة الشمس كما احتوت ايضاً على نسب قليلة جداً من مواد شمعية وبعض من حبوب اللقاح غير المعروفة وذلك لصعوبة تشخيصها ان نتائج الفحص المجهري لانماط حبوب اللقاح في عينات العسل المدروسة توضح ان العسل العراقي يمتاز بان اغلب مصادرة النباتية هي نباتات معروفة ومتوفرة في العراق كالجت والبرسيم واليوكالبتوس اضافة الى مصادر اخرى كزهرة الشمس و العائلة الصليبة والحمضيات ولكنها غير سائدة في معظم عينات العسل التي تم دراستها في هذه المنطقة وهذا يطابق ما اكده عبود (2002) من ان النباتات المذكور اعلاه تشكل مصدر اساسي للعسل في منطقة الفرات الاوسط ان تحديد المصدر النباتي لعينات العسل في هذه الدراسة من الامور المهمة جداً كونها تحدد نوعية العسل وبالتالي تؤشر بشكل واضح مكوناته المختلفة استناداً الى دراسات عالمية عديدة كما تؤشر ان العسل طبيعي وغير مغشوش وبالتالي يعطي النتائج الدقيقة في عملية البحث. 
جدول (1) : انماط حبوب اللقاح في 3 عينات من العسل الطبيعي
	رقم العينة
	انماط حبوب اللقاح
	النسبة المئوية لانماط حبوب اللقاح السائدة
	المصدر النباتي للعينة

	1
	يوكالبتوس- حمضيات برسيم-حت-خيار-حبوب لقاح غير معروفة
	يوكالبتوس90%
	اليوكالبتوس

	2
	برسيم-حمضيات-يوكالبتوس
	برسيم85%
	البرسيم

	3
	الجت-زهرة الشمس-حمضيات-حبوب لقاح غير معروفة
	الجت90%
	الجت


اما نتائج تاثير التراكيز المختلفة للعسل لعينة عسل اليوكالبتوس العينة الاولى وكما هو موضح في الجدول (2) فقد اثبت ان النمو البكتيري في الوسط الغذائي الصلب كان معدوماً عند التراكيز 50% -90% من العسل فيما حين كان النمو ضعيفاً في التراكيز 40%، اما النمو البكتيري عند التراكيز 30% -10% فقد اظهر مقاومة ونمو كثيف يزداد كلما قل تركيز العسل وهذا يدل دلالة واضحة ان العسل عند التراكيز العالية له تاثير عالي في منع النمو البكتيري في حين تقل قدرته على تثبيط نمو البكتريا عند التراكيز التي تتراوح بين 40%-10%. ان التراكيز العالية للعسل ادت الى تثبيط النمو البكتري وهذا يرجع الى التراكيز العالية للسكريات والتي ربما تؤدي الى حدوث عملية plasmolysis وهي عملية سحب الماء من جسم البكتريا اما السبب الاخر المهم وكما اكدته الدراسات العديدة فهو وجود مواد مضادة للبكتريا في العسل الطبيعي تساعد على تثبيط نمو الجراثيم Kiprianovska وجماعته (1998).
اما عينة البرسيم عينة (2) وكما هوموضح بالجدول (2) فقد اظهرت قدرة فائقة ايضا في تثبيط النمو البكتيري عند نفس التراكيز المذكورة في اعلاه فيما اظهرت عينة العسل الجت ايضا قدرة فائقة في تثبيط النمو البكتري عند التراكيز العالية وكما هو موضح في الجدول (2) يبدوا مما تقدم ان يكون الرحيق الذي ينتج منه العسل لد دور فاعل في تحديد النمو البكتري ولاسيما ان الرحيق هو اساساً محلول سكري وماء مع مكونات اخرى ولكن بنسب قليلة كالاحماض الامنية والاحماض العضوية وبعض الدهون والمعادن. 

جدول (2): تراكيز مختلفة للعسل ومدى تاثيرها في نمو البكتريا في الوسط الصلب

	تركيز العسل
	النمو البكتري في الوسط الغذائي
	المصدر النباتي للعينة

	90%
	لا يوجد نمو 
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	8%
	لا يوجد نمو
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	70%
	لا يوجد نمو
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	60%
	لا يوجد نمو
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	50%
	لا يوجد نمو
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	40%
	نمو قليل 
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	30%
	نمو اكثر
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	20%
	نمو كثيف
	يوكالبتوس – جت – برسيم

	10%
	نمو طبيعي كثيف
	يوكالبتوس – جت – برسيم


ان التركيب الكيمياوي للعسل هو خليط من الماء والسكريات والبروتينات والفيتامينات والانزيمات ومواد اخرى كحبوب اللقاح والمعادن ولكن بنسب قليلة جداً وفي دراسات عدة اوضح White (1993) ان معدل مكونات العسل العالمي هي 15%-26% ماء، 22%-54% فركتوز 20%-54% كلوكوز، 12% سكريات قليلة، ان وجود النسبة الكبيرة من السكر والتي تتراوح بين 85%-90% قد عززت قدرة العسل على تثبيط نمو الجراثيم والتي يظهر من خلال هذه الدراسة ان مكونات العسل من السكر تبدو من الاسباب الاساسية لمنع نمو البكتريا في التراكيز العالية منه. ان نسبة السكريات في عسل الجت والبرسيم واليوكالبتوس قيد الدراسة هي 75%، 77%، 76% على التوالي وهذا ما اكدته معظم الدراسات في العالم.
اضافة الى ما تقدم فان الحامضية العالية للعسل قد تكون سبباً اخر فقد اثبت الدراسات ان الحامضية العالية للعسل لها دور في تثبيط نمو الجراثيم اضافة الى العوامل السابقة ( Molane وجماعته 1988 ). ان حموضة العسل المدروسة كانت تتراوح بين 3.5 – 4.5 وهذه تعد حموضة عالية لها تاثير مهم في تثبيط نمو البكتريا وهذه الحموضة في العسل تنتج بفعل الانزيمات التي تفرزها عاملات النحل على الرحيق عند تحويله الى عسل ناضج مثل انزيم Glucosoxidase اضافة الى فعل انزيمات اخرى اثناء عملية التنضيج (Ruiz-Argues and Rodriguz-Navarro, 1973).
ايضاً هنالك اسباباً اخرى قد تكون عاملاً مهماً لفتح الابواب للشروع في دراستها وهي ان العسل ذو المصدر النباتي كما هو الحال في عينة العسل. وكما اوضحت النتائج هذه الدراسة تمتلك قدرة عالية على تثبيط نمو البكتريا بسبب احتواءه على مواد مختلفة كالفينولات لها تاثيرات ربما مثبطة لنمو الجراثيم والبكتريا وهنا المصدر النباتي للعسل ربما اعطى العسل تلك الامكانية العالية في تثبيط نمو البكتريا والجراثيم الاخرى من العوامل الاخرى المهمة في قدرة العسل على منع نمو البكتريا هو كثافة العسل وقلة احتواءه على الماء وهذا يؤدي الى زيادة تركيز السكريات والاحماض الامنية والعضوية وزيادة حموضة العسل وهذه العوامل وجميعها لها دور في هذا التثبيط.

اما سبب نمو البكتريا E.coli  في التراكيز القليلة من العسل يرجع بالدرجة الاساس الى فقدان العسل للحموضة العالية وقلة تركيز السكريات فيه مما يفقد العسل مكوناته الطبيعية وهذا يؤدي الى نمو البكتريا بشكل يكاد يكون طبيعاً في التراكيز القلية من العسل والذي يمكن وصفه بالعسل غير الطبيعي.   
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