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pseudomonas باستعمال عزلة بكتيرية نوع
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خـلاصـة :

ــون ذات  ــي تك ــات والت ــددة الحلق ــات متع ــا المركب ــة وخصوص ــات النفطي ــورة الملوث ــر لخط بالنظ
ســمية عاليــة جــدا وذات مقاومــة شــديدة التفــكك لذلــك المعقــد بســبب اســتقراريتها العاليــة، أجريــت 
ــزل  ــم ع ــا اذ ت ــتعمال البكتري ــوي باس ــكك الحي ــة التف ــة بطريق ــات البترولي ــة الملوث ــة لإزال ــذه الدراس ه
بكتريــا مــن نــوع Pseudomonas والتــي تعتــر مــن اكفــأ الاجنــاس المحللــة لنفــط الخــام الموجــود 
في التربــة وأجريــت عمليــات التفــكك بأوقــات زمنيــة مختلفــة 5,10,15 يومــا، تــم متابعــة نتائــج التفــكك 
الحيــوي باســتخدام تقنيــات GC,FTIR, إذ تــم تفــكك المركبــات الاليفاتيــة والاروماتية ذات السلاســل 
ــدة وتكــون  ــج جي ــات التفــكك نتائ ــث أعطــت عملي ــات ذات سلاســل قصــرة حي ــة الى مركب الطويل

هــذه العمليــة رخيصــة الثمــن وقليلــة التعقيــد والتــي بواســطتها يتــم التخلــص مــن الملوثــات.  
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Abstract
   In view of the seriousness of pollutants and oil especially polycyclic 

aromatic hydrocarbon (PAHs), which are very toxic and have high resistance 
to the degradation. This study was conducted for removal of, the so complex 
and stability petroleum contaminants using bacteria of type pseudomonas 
which analysis petroleum in soil. Where they were taking samples for every 
five days. To follow-up the results of biodegradation some techniques 
were employed (GC, FTIR) before and after the degradation were it was 
the degradation of the aliphatic and aromatic compounds with long chains 
convert to short chains compounds. The degradation processes  gave good 
results, These processes was cheaper and less complexity. 
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المقدمة 

   يعــد النفــط الخــام مزيــج معقــد يحتــوي عــى 
عــدد كبــر مــن المــواد الكيميائيــة المختلفــة ويتألــف 
مــن اجــزاء رئيســية هــي )الهيدروكربونــات المشــبعة، 
والمــواد  الراتنجــات  العطريــة،  الهيدروكربونــات 
بأنــه  الخــام كذلــك  النفــط  . ويعــرف  الاســفلتية()1( 
ســائل قابــل للاشــتعال يكــون ذات لــون بنــي او اســود 
مــن  خليــط  عــن  عبــارة  وهــو  الاحيــان،  بعــض  في 
الهيدروكربونــات المعقــدة كــما يحتــوي عــى كميــات 
ــادن  ــة والمع ــر الهيدروكربوني ــوائب غ ــن الش ــرة م صغ
الاخــرى التــي تكــون مختلفــة الاوزان الجزيئيــة وغرهــا 
في  وجــدت  التــي  الســائلة  العضويــة  المركبــات  مــن 
الارض)2(.   ســطح  تحــت  الجيولوجيــة  التكوينــات 
التــوازن  في  اخــلال  حــدوث  بأنــه  التلــوث  يعــرف 
البيئــي والــذي يــودي الى خلــل في انظمــة الهــواء، المــاء 
والتربــة والتــي تؤثــر بشــكل مبــاشر او غــر مبــاشر عــى 
الكائنــات الحيــة)3( . يعتــر التلــوث البيئــي اخطــر كارثــة 
يواجههــا الانســان، اذ تنتقــل الملوثــات في كل مــكان 
فهــي لا تعــرف حــدودا اقليميــة وتســاهم التيــارات 
المائيــة والريــاح والســحب وغرهــا في نقــل الملوثات من 
بلــد الى اخــر، إذ تمثــل المــواد الهيدروكربونيــة الإليفاتيــة 
والأروماتيــة وبشــكل خــاص متعــدد الحلقــات التي هي 
احــدى الملوثــات الموجــودة في المــاء واليابســة)4( . يعتمــد 
التدهــور البيئــي الناتــج عــن الهيدروكاربونــات النفطيــة 
عــى نوعيــة هــذه الملوثــات التــي تطلــق إلى البيئــة. وهــذه 
ــط  ــن نف ــاره ع ــي عب ــة ه ــق إلى البيئ ــي تطل ــات الت الملوث
خــام، أو منتجــات المصــافي النفطيــة؛ إذ  يحتــوي النفــط 
ــة  ــة المتنوع ــواد الكيميائي ــن الم ــر م ــدد كب ــى ع ــام ع الخ
المــواد  الســوائل،  الذائبــة،  )الغــازات  تتضمّــن  التــي 
القريــة الصلبــة( بينــما تتكــوّن نواتــج النفــط في المصــافي 
الهيدروكاربونيــة  المركبــات  مــن  مزيــج  مــن  عــادة 

المعروفــة، تُعــد الهيدروكاربونــات النفطيــة مــن أهــم 
ــة  الملوّثــات للبيئــة لكونهــا ســامة لمعظــم الكائنــات الحيّ
الموجــودة في البيئــة لاســيما الهيدروكربونــات الأروماتيــة 
بســبب طبيعتهــا الذائبــة في الدهــون، إنّ لهــذه المركبــات 
انتقالهــا  طريــق  عــن  الحيــاتي  التكبــر  في  كبــراً  دوراً 
مطفّــرة  خصائــص  وتمتلــك  الغذائيــة  السلســلة  في 
ومشوشــة ومسرطنــة)5(. تُعــرّف المعالجــة الحياتيــة أو 
ــة في  ــاء المجهري ــتخدام الأحي ــا اس ــة بأنّه ــة الحياتي الإزال
إزالــة المــواد الكيميائيــة الســامة بعمليــات الأكســدة 
ــل  ــمّيّة وجع ــك السُّ ــة ف ــن العملي ــزال، وتتضمّ والاخت
هــذه المــواد أقــل سُــمّيّة  وتحويلهــا إلى نواتــج غــر ســامة 
الميثــان  الكاربــون، غــاز  اوكســيد  ثــاني  المــاء،  وهــي 
وإنتــاج كتلــة حيويــة)6(. إذ اســتخدمت المعالجــة الحياتيــة 
في إزالــة المخلفــات النفطيــة أو المصــادر الملوثــة بهــذه 
المخلّفــات منــذ زمن بعيــد، وتتضمّــن العملية اســتغلال 
قابليــة الأحيــاء المســتوطنة أو إضافــة أحيــاء مجهريــة إلى 
موقــع التلــوّث لأكســدة المــواد العضويــة كليــاً إلى نواتــج 
نهائيــة، بالمقارنــة مــع الطرائــق التقليديــة في المعالجــة التي 
ــا  ــات أو اختزاله ــذه الملوّث ــة ه ــوءة في إزال ــون كف لا تك
ــوي  ــكّك الحي ــزات التف ــوث)7(. إنّ ممي ــع التل ــن مواق م
ــط  ــرة ترتب ــود الأخ ــة في العق ــذه المعالج ــن ه ــت م جعل
بالهيدروكربونــات  البيئــة  تلــوث  مــع  كبــراً  ارتباطــاً 
النفطيــة بالدرجــة الأولى والهيدروكربونــات المصنعــة 
دور  قليلــة  دراســات  تناولــت  الثانيــة)8(.  بالدرجــة 
النفطيــة  المركبــات  تفكيــك  في  المجهريــة  الأحيــاء 
المجهريــة  الأحيــاء  بــن  العلاقــة  ودراســة  المعقــدة, 
ــة مــع كثــر مــن الدراســات  ــات بالمقارن والهيدروكربون
تفكيــك  في  المجهريــة  الأحيــاء  دور  تناولــت  التــي 
المركبــات الهيدروكربونيــة النقيــة، ودراســة أنزيماتهــا، 
ــا.  ــاء وتطويره ــذه الأحي ــي له ــب الوراث ــة الجان ودراس
عــى الرغــم مــن الدراســات الكثــرة عــى التفــكّك 
المجهريــة  الأحيــاء  بــن  العلاقــة  تــزال  لا  الحيــوي 
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والهيدروكربونــات والبيئــة غــر معروفــة بشــكل كامــل 
نظــراً لاختــلاف الظــروف البيئيــة بــن منطقــة واخــرى 
مــن جهــة والتغــرّ الواســع بــن نوعيــة النفــط مــن جهــة 

أخــرى)9(.

المواد وطرائق العمل

المــواد المســتخدمة في البحــث: نفــط خــام، كلوريــد 
الصوديــوم، كريتــات المغنيســيوم، كلوريــد الامونيــوم، 
هيدروجــن  بوتاســيوم  ثنائــي  الكالســيوم،  كلوريــد 
الحديــد,  كلوريــد  البوتاســيوم،  كلوريــد  فوســفات، 

ــر. ــر- اك ــون، اك ــرة، بيبت ــتخلص الخم مس
الاجهــزة المســتخدمة في البحــث: كروماتوغرافيــا 

ــراء. ــت الحم ــعة تح ــاز، س الاش الغ

طرائق العمل

 تحضير الأوساط الزراعية
 الوسط الزراعي السائل

    تــم أخــذ )2.5( غــم مــن كلوريــد الصوديــوم 
حجــم  ذات  مخروطــي  دورق  في  ويوضــع   )NaCl(
)500( مــل، تضــاف )0.125( غــم مــن كريتــات 
ــن  ــم م ــاف )0.125( غ ــيوم )MgSO4(، يض المغنيس
ــوم )NH4Cl(، يضــاف )0.05( غــم  ــد الأموني كلوري
مــن كلوريــد الكالســيوم )CaCl2(. بعدهــا يضــاف 
هيدروجــن  بوتاســيوم  ثنائــي  مــن  غــم   )0.025(
مــن  يضاف)0.125(غــم   ،)K2HPO4( فوســفات 
 ،)KH2PO4( بوتاســيوم ثنائــي هيدروجــن فوســفات
 )KCl( غــم مــن كلوريــد البوتاســيوم )يضــاف )0.025
ويضــاف )0.0075( غــم مــن كلوريــد الحديديــك 
المائــي)FeCl3.6H2O( يــذاب المحلــول بالمــاء المقطــر 
ويكمــل الحجــم لـــ )250( مــل مــاء مقطــر، يقــاس 
)PH( للمحلــول والــذي يكــون متعــادلاً، ويوضــع في 
ثلاجــة بدرجــة حــراره )4( درجــه مئويــة. يتــم أخذ )1( 

مــل مــن المحلــول المحــر في الخطــوة الأولى ونضعــه في 
دورق مخروطــي بحجــم )250( مــل. يضــاف )1( مــل 
ــم  ــر إلى حج ــاء المقط ــل بالم ــم يكم ــام ث ــط الخ ــن النف م
)100( مــل. ويوضــع في الثلاجــة بدرجــة حــرارة )4( 

ــة. مئوي
الوسط الزراعي الصلب

الخمــرة  مــن مســتخلص  أخــذ )2.5( غــم  تــم 
مخروطــي  دورق  في  ويوضــع   )Yeast extract(
مــن  غــم   )5( يضــاف  مــل،   )1000( بحجــم 
كلوريــد  مــن  غــم   )5( يضــاف   ،)Peptone(
Agar-( غــم مــن )(، ويضــاف )8NaCl( الصوديــوم
المحلــول عــى  بــماء مقطــر بوضــع  Agar( ويــذاب 
ــول إلى )500(  ــل المحل ــا يكم ــي بعده ــخن كهربائ مس
مــل مــاء مقطــر، يقــاس )PH( للمحلــول، ويوضــع 
درجــة  في  الثلاجــة  في  ويحفــظ  أطبــاق  في   المحلــول 

حرارة )4( درجة مئوية.
عزل البكتريا 

تــم أخــذ )1( غــم مــن التربــة الملوثــة بالنفــط الخــام 
وتوضــع في بيكــر بحجــم )300( مــل ويضــاف لهــا 
)100( مــل مــاء مقطــر. ويحــرّك المزيــج لمــدة ســاعة 
مــن  قنــاني   )5( وتؤخــذ  الغرفــة،  حــرارة  بدرجــة 
)Wight tube(. تــم وضــع في كل واحــدة )9( مــل 
مــن المــاء المقطّــر في كل قنينــة. ويؤخــذ )1( مــل مــن 
المحلــول المحــر ويوضــع في الأنبوبــة الأولى وتــرج 
الأنبوبــة جيــداً، ويؤخــذ منهــا )1( مــل وتضــاف إلى 
الأنبوبــة الثانيــة، وتــرج الأنبوبــة الثانيــة جيــداً، ويؤخــذ 
منهــا )1( مــل وتضــاف إلى الأنبوبــة الثالثــة، وتــرج 
الأنبوبــة الرابعــة جيــداً، ويؤخــذ منهــا)1( مــل وتضــاف 
إلى الأنبوبــة الخامســة، وتــرج الأنبوبــة الخامســة جيــداً، 
ــف  ــون التخفي ــل، أي يك ــل ويهم ــا )1( م ــذ منه ويؤخ
ــة  ــة الخامس ــن الأنبوب ــذ م ــرات، ويؤخ ــبع م ــدار س بمق
 )Micro pipet( بواســطة  مايكروليــتر   )100(
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بواســطة  وتمــزج  الصلــب  الوســط  عــى  وتوضــع 
)Loop( وتوضــع في حاضنــة لمــدة ثلاثــة أيــام.

زرع البكتريا
 )Pseudomonas( نــوع  بكتريــا  عــزل  يتــم 
وتــترك لمــدة أســبوع لغــرض تنميتهــا بعدهــا يتــم أخــذ 
)0.018( غــم، مــن البكتريــا وتوضــع في بيكــر يحتــوي 
عــى )100( مــل نفــط خــام مــع التحريــك المســتمر كل 
مــرة، وتؤخــذ نــماذج  كل خمســة أيــام لإجــراء قياســات 
يحصــل  الــذي  التفــكك  وملاحظــة   )FTIR ,GC(

بواســطة البكتريــا)10(.

النتائج والمناقشة 

 تحليل نتائج التفكك بواسطة كروماتوغرافيا الغاز 
الاليفاتيــة  المركبــات  تفــكك  متابعــة  تمــت 
والاروماتيــة الموجــودة في النفــط الخــام والتــي اجريــت 
عــزلات  بواســطة  حيــوي  تفــكك  عمليــات  عليهــا 
ــادرة  ــون ق ــي تك ــوع pseudomonas الت ــة ن بكتري
عــى تحلــل المركبــات الســامة الموجــودة في النفــط الخــام 
وتمــت متابعــة النســبة المئويــة للمركبــات قبــل وبعــد 
التفــكك بأخــذ اربعــة ازمــان احتجــاز ومتابعــة التفــكك 

الحاصــل للمركبــات وفــق هــذه الازمــان.

شكل )1-1( كروماتوغرافيا الغاز للمركبات الموجودة في النفط الخام قبل التفكك 

                                                جدول )1-1( أزمان الاحتجاز والنسب المئوية
                     للمركبات الموجودة في النفط الخام قبل وبعد التفكك الحيوي باستعمال البكتريا 

النسبة المئوية بعد التفكك بفترات زمنية مختلفة
النسبة المئوية قبل التفكك زمن الاحتجاز  المركبات ت.

 أيام5 أيام 10   يوم 15 
95.4874 93.3808 89.6481 84.7187 1.156 A 1

0.0259 0.0911 0.4417 2.8017 15.186 B 2

0.0107 0.0699 0.1422 5.214 16.718 C 3

0.1074 0.2465 0.5524 1.1589 20.158 D 4
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شكل )2-1( 
كروموتوغرافيا الغاز 
للمركبات الموجودة 
في النفط الخام بعد 
التفكك الحيوي 

بعد مرور )5( أيام 
باستعمال البكتريا

شكل )3-1( 
كروموتوغرافيا الغاز 

للمركبات الموجودة في 
النفط الخام بعد التفكك 
الحيوي بعد مرور )10( 

أيام باستعمال البكتريا

شكل )4-1( 
كروموتوغرافيا الغاز 

للمركبات الموجودة في 
النفط الخام بعد التفكك 
الحيوي بعد مرور)15( 
يوماً باستعمال البكتريا .
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نــوع  البكتريــا  مــن  عزلــة  اســتعمال  عنــد 
)Pseudomonas( في تفــكك المركبــات الموجــودة 
ــام ازدادت  في النفــط الخــام حيــث بعــد مــرور خمســة اي
النســبة المئويــة للمركــب )A(  فأصبحــت )89( امــا 
ــذا  ــة الى )0.44( وه ــبة المئوي ــت النس ــب )B( فقل المرك
يــدل عــى تفــكك المركبــات الثقيلــة وتحولهــا الى مركبات 
ايــام  عــرة  مــرور  وبعــد  التطايــر.  سريعــة  خفيفــة 
 )A( مــن التفــكك ارتفعــت النســبة المئويــة للمركــب
بمقــدار )4( كذلــك قلــت النســبة المئويــة للمركــب 
)B( إذ وصلــت الى )0.09( وبعــد مــرور خمســة عــر 
النفــط  في  الموجــودة  المركبــات  تفــكك  يــزداد  يومــا 

ــن  ــلا ع ــدول )1-1( فض ــح في ج ــذي يوض ــام وال الخ
.  )11(  )4-1(  ،)3-1(  ،)2-1(  ،)1-1( الاشــكال 
تحــت  الاشــعة  بواســطة  التفــكك  نتائــج  تحليــل 

الحمــراء 
    شُــخصت أطيــاف )FTIR( لغــرض التعــرف إلى 
ــام  ــط الخ ــات النف ــودة في مكون ــة الموج ــع الفعال المجامي
قبــل وبعــد عمليــات التفــكك الحيــوي والتــي اجريــت 
بمــدد زمنيــة مختلفــة، إذ أُعيــدت القياســات عــدة مــرات 
للحصــول عــى أفضــل نســب مئويــة لعمليــات التفــكك 
في  الخــام  لنفــط  الســامة  الهيدروكربونيــة  للمركبــات 

  .)k 303( درجــة حــرارة

شكل )1-5( طيف )FTIR( للمركبات الموجودة في النفط الخام قبل التفكك
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جدول )1-2(  
قيم مواقع حزم الامتصاص لطيف الاشعة تحت الحمراء لنفط الخام قبل وبعد التفكك الحيوي )بكتريا( 

No. Group Before Bio-
degradation

After Biodegradation

5 days 10days 15days

1 C-Hst 2854-2924 2854-2924 2854-2924 2854-2924

2 C≡Nst 2731 2727 2681-2727 2665-2727
3 C=O ------ 1701 1697 ------
4 C=Cro 1620 1651 1600 1620
5 C-Hbe 1462 1462 1462 1462
6 C-Ost 1153 1153 1130 1153
7 =C-Hoop 1037 1037 1022 1053
  810 806 806 810
  725 725 725 725
8 NH2 ----- ----- ------ 3417

St=stretching, ro=rock , be=bending, oop=out of plane                                                      

شكل )1-6( طيف )FTIR( للمركبات الموجودة في النفط الخام بعد التفكك الحيوي )5( أيام بوجود البكتريا
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شكل )7-1( 
طيف )FTIR( للمركبات الموجودة في النفط الخام بعد التفكك الحيوي )10( أيام بوجود البكتريا

شكل )8-1( 
طيف )FTIR( للمركبات الموجودة في النفط الخام بعد التفكك الحيوي )15( يوم بوجود البكتريا
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في عمليــة التفــكك الحيــوي عنــد اســتعمال عزلــة 
تمــت  فقــد   )  Pseudomonas  ( البكتريــا  مــن 
قياســات هــذه العمليــة بأزمــان مختلفــة )15,10,5( 
 )2-1( الجــدول  في  الواقعــة  الحــزم  وتبــن  يــوم 
 )8-1( الى   )6-1(  ،)5-1( الاشــكال  عــن  فضــلا 
مــن)2924-2854  بالقــرب  الواقعــة  الحــزم  إن  إذ 
إلى  عائــد  امتصــاص  وجــود  عــى  تــدل    )cm-1

 )Stretching( المثيــل الآصرة )C-H(  لمجموعــة 
للمركبــات المحتويــة عــى الجــزء المشــبع تظهــر متشــابهة 
في  موجــودة  حزمــة  وهنــاك  التفــكك،  وبعــد   قبــل 
)cm-1 2731( تعــود إلى مــط الآصرة )C≡N( والتــي 
ــام مــن التفــكك  تتغــر شــدة الحزمــة بعــد مــرور)5( أي
اذ تظهــر)cm- 1 2727(،  ولكــن بعــد مــرور)15,10( 
عنــد  حزمــة  ظهــور  تــم  وقــد  ثابتــة.  تبقــى   أيــام 
 )Rocking(امتصــاص عــى  تــدل   )cm-1  1620(
ــة،  ــة الأروماتي ــتوى الحلق ــزازات )C=C( في مس للاهت
والتــي تقــل شــدة الحزمــة بعــد مــرور )5( أيــام فتكــون  
)cm-1 1558( ولكــن تــزداد شــدة الحزمــة بعــد مــرور 
)10( فتظهــر)cm-1 1600( وبعــد مــرور )15( يومــا 
تــزداد الشــدة ايضــا )cm-1 1620(. وأمــا الحزمــة 
 )C-H(فممكــن أن تعــود إلى الآصرة )cm-1 1462(
الانحنائيــة التــي تبقــى شــدتها ثابتــة ولكــن تــزداد حــدة 
الحزمــة بعــد التفــكك. نلاحــظ ان الفــرق في قيــم الحــزم 

قبــل وبعــد المعالجــة تكــون قليلــة)12(.

الاستنتاجات 

   بينــت هــذه الدراســة في عمليــة التفــكك الحيــوي 
أكفــأ  مــن  تٌعَــد  التــي   Pseudomonas عزلــة  أن 
قــادرة عــى  الخــام  لنفــط  المحللــة  البكتريــا  اجنــاس 
تفــكك المركبــات العاليــة الاروماتيــة والاليفاتيــة طويلــة 
ــالي  ــرة وبالت ــل قص ــات ذات سلاس ــلة الى مركب السلس

ــة. ــود في الترب ــوث الموج ــل التل تقل

التوصيات: 

اســتعمال الخمائــر والفطريــات المحللــة للنفــط الخــام 
وذلــك لان عمليــة الحصــول عليهــا ســهلة ومتوفــرة.
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