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 ملخّص  
 

تم تمييز العزلتين الجرثوميتين ببعض الخصائص , عُزل نوعان من الجراثيم من ترب مموثة بمركبات نفطية
 . وبعض الخصائص الشكمية والكيميائية الحيوية, اعتماداً عمى تموينيا بطريقة غرام

تميز بتفاعل سمبي تجاه , النوع الأول عصوي قصير سالب صبغة غرام, بينت النتائج عزل نوعان من الجراثيم
والنوع الثاني من جراثيم المكورات , وتفاعل إيجابي بالنسبة لاختبار سكر الغموكوز فقط, اختباري اليوريا والنترات

كما أعطى تفاعل سمبي , تميز بتفاعل سمبي تجاه اختباري الجلاتين واستعمال السترات, العنقودية موجب صبغة غرام
, ساعة (72-48)وخلال فترة حضانة استمرت , واستناداً إلى تصنيف بيرجي, بالنسبة لاختبار سكر المالتوز والمانيتول

. درجة مئوية (37)وعند درجة حرارة 
 Micrococcusوالثاني ,  Pseudomonas  pachastrellaeالأول : والجراثيم المعزولة ىي نوعان

brunensis  .
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  ABSTRACT    

 

Two bacterial species were isolated from petroleum hydrocarbon-contaminated soil. 

The isolates were characterized based on their gram reaction characteristics, morphological 

and biochemical properties. 

The results showed two bacteria isolated the first isolated: gram negative short rod, 

urease and nitrate reduction test showed a positive result , and glucose test showed positive 

result.  

And the second isolated: gram positive cocci, gelatin and Citrate utilization test 

showed a positive result , and maltose, mannitol  test showed negative result.  

They were then incubated at (37) ° C for (48- 72) hours. 

This is based on comparison of results with Bergey Manual of systematic 

bacteriology. 

The isolates were identified to be: Pseudomonas  pachastrellae (X1)  

 Micrococcus brunensis (X2). 

 

 

Key words: pollution, environment, Petroleum, Pseudomonas  pachastrellae. Micrococcus 

brunensis..  
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: مقدمة
وقد حظي التموث بالمركبات الييدروكربونية الناتجة , تعد مشكمة التموث البيئي قضية أساسية في ىذا العصر

وخاصة بعد , باىتمام الكثير من الباحثين في السنوات الأخيرة.  [1,2]عن النفط أو مشتقاتو أو الصناعات الأخرى 
الكوارث الكبيرة التي تعرضت ليا بعض المسطحات المائية التي كان تسرب النفط أو انسكابو عرَضاً فييا ىو السبب 

.  [3]الرئيس ليا 
, وقد بينت الكثير من الأبحاث أن الأضرار الناتجة عن التموث بالمركبات الييدروكربونية كثيرة لأنيا سامة

وبالتالي تأثيرىا السمبي , مما يؤدي إلى انتشارىا, حيث تتفكك في البيئة مع مرور الزمن, [4]  وبعضيا يسبب السرطان
مياه , تربة)البرية البيئة و (...طيور, طحالب, قشريات, رخويات, أسماك)والأحياء الموجودة فييا , عمى البيئة المائية

 .[5,6]  (جوفية
 (, القواشط,  المطاطيةالحواجز الطافية)ميكانيكية :  وتتم استعادة المركبات الييدروكربونية بطرائق عديدة

. [,7,8]ولكن ىذه الأخيرة تعد معالجة أولية ولابد من معالجة حيوية تمييا  (استخدام المشتتات)أو كيميائية 
في مختمف  وسواء في الأوساط المائية أو في التربة تعد المعالجة الحيوية ىي الطريقة الناجعة الأكثر نجاحاً 

لى مواد قابمة لمتحمل بشكل إ الييدروكربونية المركباتالدقيقة ىضم الأحياء يمكن من خلاليا بواسطة الأوساط البيئية, 
,  لأنيا ذات فعالية جيدة, وتعد طرائق المعالجة الحيوية ىي الأفضل. [9,10,11]كامل أو شبو كامل 
حيث تتضمن استراتيجيات المعالجة . [12,13,14,15,16]والأقل تكمفة , والأكثر ملاءمة, وكفاءة عالية

أي استعمال الجراثيم , الحيوية الحصول عمى عزلات جرثومية نقية وجيدة في تحطيم المركبات الييدروكربونية الضارة
  [17,18,19].وصديقة لمبيئة  , لتحويل المركبات المموثة لمبيئة إلى منتجات غير مؤذية

       
: أىمية البحث وأىدافو

نواحي   النفط عصب الحياة في مختمف الدول المتطورة والنامية وتتعدد مجالات استخدامو في مختمفديع 
,  سورية من البمدان المنتجة لمنفط منذ عشرات السنين وتحتوي عمى كميات  كبيرة من الاحتياطات النفطيةوتعدالحياة 

لذلك ,  عمى اليابسة والمصادر المائيةعديدة بيئية وأضرار التي يرافق استخراج النفط ونقمو وتكريو واستخدامو مخاطر 
يجاد أفضل الطرائق العممية الفعالة في معالجتيا  المعالجة الحيوية دتعىذا و, لا بد من أخذ ىذه المخاطر بالاعتبار وا 

من أىم الطرائق المتبعة في معالجة المناطق المموثة بالمركبات  الييدروكربوينة الناتجة عن النفط أو المشتقات النفطية 
مكانية الحصول عمى الأحياء الدقيقة الفعالة في ىذا المجال مكانية تطبيقيا , أو الصناعات الأخرى بسبب فاعميتيا وا  وا 

إضافة إلى تكاليفيا الاقتصادية المنخفضة نسبياً ومحافظتيا عمى خصائص البيئة إضافة إلى كونيا , مخبرياً وحقمياً 
الطريقة الوحيدة التي يمكن من خلاليا معالجة بعض حالات التموث مثل تموث التربة بالنفط أو تموث المصادر المائية 

وبالتالي تحويل المموثات الخطرة إلى مواد أقل خطورة والارتقاء بآلية , بتراكيز منخفضة من المركبات الييدروكربونية
. التي تعتمد بشكل أساسي عمى أحياء دقيقة معزولة متخصصة بتفكيك المركبات الييدروكربونية. التفكك الحيوي

, وتأتي أىمية ىذه الدراسة قي عزل سلالات جرثومية من التربة المموثة بمركبات نفطية  والعمل عمى تصنيفيا
كثارىا لاحقاً  وصولًا إلى محفز نشيط ليتم استخدامو في تفكيك المركبات النفطية المموثة للأوساط بحيث يتم تنميتيا وا 

 .وذلك  في إطار المعالجة الحيوية, البيئية المختمفة
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 : ييدف البحث إلى
. عزل جراثيم من ترب مموثة بمركبات نفطية -1
 .تحديد وتنقية الجراثيم المعزولة بتنميتيا عمى الأوساط الزرعية المغذية العامة والانتقائية والمعتمدة عالمياً  -2
 .تصنيف الجراثيم المعزولة اعتماداً عمى بعض الخصائص الكيميائية الحيوية -3
 

:    طرائق البحث ومواده
جمع عينات التربة من مواقع مموثة بمركبات نفطية لسنوات عديدة في أكياس من البولي  تم: جمع العينات -1

ثم أحضرت إلى المختبر لإجراء الدراسة , سم (20-0)أخذت التربة من عمق , كغ (4-3)التي جمعت بحدود , إيتيمين
 .[20,21,22]بيدف عزل الجراثيم منيا .الحيوية

 :تحضير محاليل التربة-2
من محمول فوق أكسيد الفوسفات والصوديوم مل  (10)وأُكمل الحجم إلى , غرام من تربة متجانسة (1)تم أخذ 

ووُضع عمى ىزاز , مل (50) ل في أرلنماير معقم سعة /غ (2.8)مولاري  (0.025)ذو  (Na2P2O7 )المعقم 
تم تمديد , دقيقة  (30)ثم تُركت جزيئات التربة لتيدئ لمدة , دورة في الدقيقة  مدة ساعتين (250)مغناطيسي بسرعة 

 مل ماء مقطر معقم, ثم حركت 9)), ووُضعت في أنابيب اختبار معقمة بشكل منفصل يحوي كل منيا السائل الطافي 
مل من كل تركيز ووضع ضمن أنبوب 1) ) من التربة  ثم أخذ 10/1))بشكل جيد لمحصول عمى محمول أم بتركيز 

 تكررت العممية نفسيا لتحضير التركيز (100/1)مل ماء مقطر ومعقم لمحصول عمى تركيز  ((9اختبار يحوي 
تم  مل من كل تركيز عمى سطح الطبق المتضمن أوساط زرع جرثومي صمبة عامة (0.5)ووضع . 1000/1))

ثلاث مكررات لكل تركيز تركت الأطباق نصف  تم إجراء . تحضيرىا مسبقاً, وفرشت بشكل جيد عمى كامل الطبق
وذلك لمتعرف عمى السلالات , ساعة (72-24) لمدة C (  (37°ساعة ليجف ماء العينة, ثم حضنت بالدرجة

 [20,21,23] .الجرثومية وعزليا 
زراعة الجراثيم وتفريقيا - 3

  Nutrient Agar, Macconkey Agar)تم زرع العينات عمى أوساط عامة واصطفائية مثل 
,Eosin Methylene Blue Agar , Nutrient Broth, Bushnell-Haas,  MSM 

, LB Agar ,Mannitol salt Agar, BSM, Endo Agar Motility Agar )
, وجراثيم سالبة صبغة غرام, وتقسيميا إلى جراثيم موجبة صبغة غرام, ثم أجري ليا التموين بطريقة صبغة غرام

حيث تم , تم انتقاء مستعمرات مفردة, وبعد الحصول عمى مستعمرات نقية لكلا النوعين السالبة والموجبة صبغة غرام
ثم أجري ليا اختبارات حيوية كيميائية باستخدام , (Mcfarland 2) حسب عكارة ×PBS1))حميا بمحمول موقي 

درجة مئوية لمدة  (37)وحضنت بدرجة حرارة , كما أجري لمعينات اختبارات تخمير السكريات عمى الصفيحة, الصفيحة
بالإضافة لما سبق تم إجراء , ساعة إضافية لمتأكد من عممية التخمر (72)وتمت مراقبة النتائج لمدة , ساعة (24)

 %( % NaCl)ودرجات مموحة مختمفة, درجة مئوية (45,15,10)مجموعة من اختبارات النمو بدرجات حرارة مختمفة 
 [24,25,26]. .وذلك فقط لمجراثيم موجبة صبغة الغرام , (6.5 ,10 ,15)
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 :  النتائج والمناقشة
بينت النتائج ظيور أعداد كبيرة من الجراثيم بعد زراعة عينات التربة المموثة بالنفط عمى الأوساط المغذية العامة 

( 21 ,)كما ىو موضح في الشكمين , مثل وسط النترينت آغار, والانتقائية

 
( nutrient agar)الجراثيم عمى الوسط المغذي النترينت آغار : 21 ,الشكل 

 
وذلك عمى الوسط , تم عزل الجراثيم وتنميتيا لمحصول عمى سلالات جرثومية نقية بطريقة التخطيط عمى الطبق

(. 3,4)كما ىو موضح في الشكمين , المغذي النترينت آغار
 

 
السلالات الجرثومية بطريقة التخطيط عمى الطبق عمى وسط النترينت آغار : 3,4الشكل 

 
(, EMB)كما تم تنمية عينات التربة المموثة بالنفط عمى أوساط اصطفائية مثل وسط الأيوزين أزرق الميتيمين 

بينما , (5)كما ىو موضح في الشكل , نمو جيد عمى ىذا الوسط المغذي (X1)حيث حققت السلالة الجرثومية الأولى 
(. X2)لم يكن كذلك بالنسبة لمسلالة الجرثومية الثانية المعزولة 
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( EMB)عمى الوسط المغذي  (X1)السلالة الجرثومية : 5الشكل 

 
  حيث حققت السلالة Macconkey Agarكما تم تنمية عينات التربة المموثة بالنفط عمى الوسط المغذي 

بينما لم يكن كذلك بالنسبة , (6)كما ىو موضح في الشكل , نمو جيد عمى ىذا الوسط المغذي (X1)الجرثومية الأولى 
(. X2)لمسلالة الجرثومية الثانية المعزولة 

 
 Macconkey Agarعمى الوسط المغذي   (X1)السلالة الجرثومية : 6الشكل 

 
حيث حققت السلالتين  , Mannitol salt Agarكما تم تنمية عينات التربة المموثة بالنفط عمى الوسط المغذي 

(. 7)كما ىو موضح في الشكل , الجرثوميتين المعزولتين نمو جيد عمى ىذا الوسط المغذي
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 Mannitol salt Agar السلالتين الجرثوميتين المعزولتين عمى الوسط المغذي: 7الشكل 

 
حيث حققت السلالتين الجرثوميتين  , LB Agarكما تم تنمية عينات التربة المموثة بالنفط عمى الوسط المغذي 

(. 8)كما ىو موضح في الشكل , نمو جيد عمى ىذا الوسط المغذي
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 LB Agar السلالتين الجرثوميتين المعزولتين عمى الوسط المغذي: 8الشكل 
 

حيث تبين , بعد ذلك وبيدف التحديد الدقيق لمسلالات الجرثومية المعزولة تم اعتماد تموينيا بطريقة صبغة غرام
كما , سالبة صبغة غرام, ميكرون (1-0.5)  ىي عبارة عن عصيات  (X1 )أن السلالة الجرثومية الأولى المعزولة 

, ىي مكورات عنقودية إيجابية صبغة غرام (X2)بينما السلالة الجرثومية الثانية المعزولة , (9)ىو موضح في الشكل 
(. 10)كما ىو موضح في الشكل 
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( A5)التموين بصبغة غرام لـمسلالة : 10الشكل                        (X1)التموين بصبغة غرام لمسلالةـ : 9الشكل 

 
وتم حميا بمحمول , تم انتقاء مستعمرات جرثومية مفردة, بعد التموين بطريقة غرام لكلا السلالتين الجرثوميتين

بعض ,  (11)ثم أُجري باستخدام الصفيحة الموضحة في الشكل , (Mcfarland 2) حسب عكارة ×PBS1))موقي 
إطلاق غاز كبريت , السترات, الأندول, النترات, الكاتالاز, الأوكسيداز, الحركة)الاختبارات الحيوية الكيميائية مثل 

بالنسبة  (8)كما ىو موضح في الشكل , ذلك لمسلالتين الجرثوميتين المعزولتين, (الجيلاتين, اليوريا, الييدروجين
 وفي .(X2)بالنسبة لمسلالة الجرثومية الثانية المعزولة  (12)وفي الشكل , (X1)لمسلالة الجرثومية الأولى المعزولة 

حيث يبين الجدول أن كلا السلالتين الجرثوميتين المعزولتين . بالنسبة لمسلالتين الجرثوميتين المعزولتين (1)الجدول 
( 13)غير متحرك كما ىو موضح في الشكل 

 

 
الشكل العام لمصفيحة قبل إجراء الاختبار : 11الشكل 
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( X2)شكل الصفيحة بعد إجراء الاختبار لـ: 13الشكل                 (X1)شكل الصفيحة بعد إجراء الاختبار لـ : 12الشكل 

 
 

 (X2,X1)بعض الاختبارات الحيوية الكيميائية لمسلالتين الجرثوميتين المعزولتين : 1الجدول 
sample motility oxidase catalase Nitrate Indol Citrate H2S Urea gelatin 

X1 - + + - - + - - - 
X2 - + + + - - - + - 

 
ىذا واستكمالًا للاختبارات الحيوية العديدة التي تم تطبيقيا عمى السلالتين الجرثوميتين المعزولتين تم إجراء 

فقد تبين أن السلالتين  , Motility Agarاختبار الحركة لمسلالتين الجرثوميتين المعزولتين عمى الوسط المغذي 
(. 14)كما ىو موضح في الشكل , عديمتا الحركة (X2,X1)الجرثوميتين المعزولتين 

 

 
 

   لمسلالتين الجرثوميتين المعزولتيناختبار الحركة: 14الشكل 
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وذلك لتحديد , كما أُجري لمسلالتين الجرثوميتين المعزولتين اختبارات تخمير السكريات باستخدام الصفيحة
( 24)درجة مئوية لمدة  (37)حيث حُضنت العينات في درجة حرارة , مقدرتيما عمى تخمير أنواع مختمفة من السكريات

كما ىو موضح في الجدول , وذلك لمتأكد من عممية التخمر, ساعة إضافية (72)وتمت مراقبة النتائج لمدة , ساعة
(2 .)

 
اختبارات تخمير السكريات لمسلالتين الجرثوميتين المعزولتين  (2)الجدول 

sample lactose xylose maltose arabinose glucose raffinose sucrose fructose dulcitol mannitol 

X1 - - - - + - - - - - 

X2 - + + + + + + + + - 

 
بدرجات حرارة مختمفة ( A5)بالإضافة لما سبق تم إجراء مجموعة من اختبارات النمو لمسلالة الجرثومية الثانية 

-15)بدرجات حراررة تتراوح بين  (A5)حيث بينت النتائج  مقدرة نمو السلالة الجرثومية , درجة مئوية (45,15,10)
 %( % NaCl)بدرجات مموحة مختمفةوكذلك تم اختبار نموىا , (3)كما ىو موضح في الجدول , درجة مئوية (45
كما ىو , عمى تحمل أي درجات مموحة (A5)حيث بينت النتائج  عدم مقدرة السلالة الجرثومية , (6.5 ,10 ,15)

أي أنيا , كما بينت نتائج الاختبار أن ىذه السلالة الجرثومية ىي من الجراثيم الاختيارية, (3)موضح في الجدول 
وتتميز بعدم مقدرتيا عمى  (1)كما ىو موضح في الجدول , تستطيع النمو في ظروف ىوائية ولاىوائية عمى حد سواء

. بالنسبة لمخاصية الثانية (11)وفي الشكل , بالنسبة لمخاصيتين السابقتين, (3)كما ىو موضح في الجدول , حل الدم 
 

ودرجات مموحة , درجة مئوية (45,15,10)حرارة مختمفة  في درجات حرارة A5اختبارات نمو السلالة الجرثومية الثانية : 3الجدول 
 (15, 10, 6.5 )%( % NaCl)مختمفة

Sample aerobic anaerobic 10˚C 15˚C 45˚C hemolysis NaCl 6.5% NaCl 10% NaCl  

X2 + + - + + - - - - 

 
يتبين مما سبق وبعد إجراء العديد من الاختبارات الحيوية والكيميائية عمى الجراثيم المعزولة من ترب مموثة 

أن السلالتين الجرثوميتين المعزولتين من التربة المموثة بالنفط الأولى منيما تعود لمجنس بسيدوموناس , بمركبات نفطية
Pseudomonas  , وىذا يتوافق مع دراسات عديدة تم فييا عزل ىذا الجنس من أوساط مموثة بمركبات

وتحديداً في ىذه الدراسة تم عزل السلالة الجرثومية  ,  [27,28]نفطية
Pseudomonas pachastrellae ,  ن مايؤكد إمكانية عزل ىذا النوع من الأوساط المموثة بالمركبات وا 

ثبات Pseudomonasالييدروكربونية النفطية ىو وجود دراسات عديدة تم فييا عزل أفراد جنس البسيدوموناس   وا 
بينت إحدى ىذه الدراسات قدرة ىذه الجنس عمى تخفيض , والمركبات العطرية, مقدرتيا عمى تحطيم الألكانات النفطية

 [29,30,31,32]. %( 43.89)مؤشر التموث بالبنزن إلى 
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وىذا يتوافق مع دراسات عديدة تم  , Micrococcusبينما السلالة الجرثومية الثانية تعود لمجنس ماكروكوكس 
حيث بينت إحدى ىذه الدراسات قدرة ىذه الجنس عمى تخفيض , فييا عزل ىذا الجنس من أوساط مموثة بمركبات نفطية

وتحديدا في ىذه الدراسة تم عزل السلالة ,   [24,32,33,34,35,36] %(23.46)مؤشر التموث مموثة بالديزل إلى 
.  Micrococcus brunensisالجرثومية 
 

: الاستنتاجات والتوصيات
 :تم الحصول عمى سلالتين جرثوميتين من الترب المموثة بمركبات نفطية ىما -1

Micrococcus brunensis, Pseudomonas pachastrellae. 
جراثيم عصوية قصيرة سالبة صبغة  بأنيا Pseudomonas pachastrellaeتتميز السلالة الجرثومية   -2

بأنيا جراثيم مكورة عنقودية موجبة  Micrococcus brunensisبينما تميزت السلالة الجرثومية  , غير متحركة, غرام
. غير متحركة, صبغة غرام
  Pseudomonas pachastrellae أن السلالة الجرثومية  الاختبارات الحيوية والكيميائيةبينت -3

بينما أعطت نتيجة تفاعل سمبي بالنسبة , أعطت نتيجة تفاعل إيجابي بالنسبة للأكسيداز والكاتالاز والسترات
. أعطت تفاعل إيجابي بالنسبة لسكر الغموكوز, لمنترات والأندول واليوريا والجيلاتين وكبريت الييدروجين

   Micrococcus brunensis أن السلالة الجرثومية  الاختبارات الحيوية والكيميائيةبينت -4
بينما أعطت نتيجة تفاعل سمبي , أعطت نتيجة تفاعل إيجابي بالنسبة للأكسيداز والكاتالاز والنترات واليوريا

, الغزيموز)وأعطت تفاعل إيجابي بالنسبة لمسكريات الآتية , بالنسبة لمسترات والأندول والجيلاتين وكبريت الييدروجين
بينما أعطت نتيجة تفاعل سمبي بالنسبة لسكر اللاكتوز , السكروز الفركتوز الغموكوز, الغموكوز, الأرابينوز, المالتوز

 .والمانيتول
حرارة  قادرة عمى النمو في درجات   Micrococcus brunensis أن السلالة الجرثومية  الاختباراتبينت -5
 .لكن عدم مقدرتيا عمى تحمل درجات المموحة, درجة مئوية (45,15)مختمفة 

والتوجو حول تفسير آليات النشاط الحيوية , نوصي  بمتابعة الدراسات في ىذا المجال وازدياد النشاط البحثي -6
 .ليذه السلالات الجرثومية المعزولة في تفكيك المموثات الييدروكربونية المختمفة
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