
 

١٣٦ 
 


  عبد الرضافرح طارق 

  جامعة بابل / كلية العلوم
Farahtariq472@yahoo.com  

  الخلاصة 
) عزلات بكتيرية مكسرة للفينول من الترب الزراعية والترب الملوثة بمخلفات زيوت محركات الديزل من محطة ٨عزلت (

لطاقة الكهربائية في محافظة بابل وقد شخصت هذه العزلات اعتمـاداً علـى الصـفات الزرعيـة والفحوصـات      محلية لتوليد ا
من الترب الزراعية  P. aeruginosaوعزلتين تعود الى  B. subtilisخمسة منها تعود الى  اظهرت النتائج ان. البايوكيمياوية

. درست قابلية هذه العزلات علـى تحمـل   P. aeruginosaد الى وعزلة واحدة من الترب الملوثة بمخلفات زيوت الديزل تعو
كـان  ملغم/لتر  ٢٠تركيز الملغم /لتر وقد نمت جميع العزلات على هذه التراكيز الا ان  ١٠٠-١٠من الفينول المختلفة التراكيز 

درجـة  عند ن الحضانة ساعة م ٤٨ البكتيري بعد للمزروع 600nmالامثل  لنموها بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
   . ٣٧oحرارة 

  : التحليل البيولوجي , والفينول , والتربة الملوثة الكلمات الدالة
Abstract 

Eight bacterial isolated of phenol biodegrading were isolated from agricultural and oily polluted 
soils. These isolates were identified according to cultural features and biochemical tests. The results 
showed that five isolates were belonged to Bacillus subtilis while two isolates belonged to P. 
aernginosa from agricultural soils and one isolate form oily polluted soil. The ability of these isolate to 
tolerant phenol concentration from 10-100mg/L. All of these isolates were tolerant to these 
concentration but the concentration was studied  20mg/L was the most prefer concentration due to the 
absorbance on 600nm for 84hr old bacterial culture at 37co. 
Key words. Biodegradation , phenol, polluted soils  

          المقدمة 
منذ مطلع الثورة الصناعية التي يتم تخليقهـا كيميائيـا    تطرح اعداد هائلة من المركبات العضوية  

) والفينول احد هذه الملوثات البيئية السامة Fernondo and Aust , 1994والكثير منها تتحرر كفضلات (
) لان EPA, 2003ومصنفة ضمن المواد الخطرة على صحة الانسان والاحياء الاخـرى (   الاكثر شيوعاً

) Biotransformationالكثير منها تمتلك القابلية على البقاء وعدم التفكك في البيئة ولها القابلية على الانتقال (
  ة الغذائيـة  لا في السلسالحيوي في انسجة الانسان والحيوان وزيادة تراكيزه (bioaccumulation)كم اوالتر

)biomagnification) (( Dos Santos  et al., 2009   .  
جزيئات تتكون من مجموعة هيدروكسيل عبارة عن ) وهي AroHالفينول هو مركب اروماني (

) EPA , 2003( مرتبطة بحلقة بنزين وهو شديد السمية ويوجد بتراكيب مختلفة او مرتبطة بمركبات اخرى
درجة انصهار واطئة لكن درجة غليانه عالية بسبب الاصرة الهيدروجينية فيه ذو ائل او صلب .الفينول هو س

وله القابلية على الذوبان في الماء ويرجع ذلك الى قدرته على تكوين اصرة هيدروجينية مع الماء. وجوده في 
واللدائن والمنتجات  البيئة يرجع الى طرحه من مصادر صناعية ويطرح الى الماء كمخلفات مصانع الادوية

) mg/L 500-6) وعمليات تكرير النفط ( mg/L 1600-0.1الخشبية ومصانع الاصباغ والاوراق (
والصناعات  mg/L 6800-9)) و Coal processing )28-3900 mg/L تعدينت الاوعملي

  ) .mg/L(  )Busca et al., 2008 1220 -208البتروكيمياوية (
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المتكونه نتيجة حرائق الغابات والانبعاث الطبيعي للفينول عند تلك ول تشمل اما المصادر الطبيعية للفين
عم كربوني وله تاثيرات سامة طعند وجود الفينول في الماء يعطي استعمال الاسفلت كمواد لاصقة في المدن 

  ).Ghadhi and Sangodker , 1995على الاحياء المائية المختلفة (
ال من البيئة بواسطة مجموعة من المعـاملات الفيزيوكيميائيـة مثـل    لمخلفات الفينولية ان تزليمكن 
revere(والتناضح العكسي الازموزي  (Adsorption)الادمصاص   osmosis(    والاكسـدة الالكتروكيتيـة

electrolytic oxidation  والتحلل الضوئي)(photocatalysis  لكن هذه المعالجات غير عملية بسبب كلفاتها
الى مركـب سـام اخـر يسـمى      سامة اخرى فمثلا الفينول يتحول نتيجة الكلورة  اتنها مركبالعالية وتكوي

  ) .Marrot et al., 2006وروفينول (كل
كمة في اخطوه جديدة للتخلص من المركبات الخطرة الموجودة والمتر فهواما التفكك الحيوي للفينول 

من الاحياء المجهرية التي لها القابلية على تكسير  البيئة ومنها الفينول ومشتقاته الاخرى هناك اعداد كبيرة
الفينول ومركباته ومن مصادر مختلفة والتخلص منها وتشمل هذه الاحياء مجاميع من البكتريا والفطريات 

يوصف بانه  (Biodegradation)والطحالب والبكتريا لها اهمية خاصة في هذا الموضوع والتفكك الحيوي 
ومركبات  H2Oو  NO3و  CO2ت المعقدة الى مركبات ابسط تركيباً او تعقيداً مثل التعدين الكامل للمركبا

لاعضوية اخرى ويمكن ان يعرف التكسر الحيوي  بانه التفكك الكامل واعادة الجزيئات العضوية الى 
  .)Atlas and Bartha , 1998( لمعدنيةا مكوناتها
ــدد  و ــة فعـــل عـ ــدث نتيجـ ــن ان يحـ ــول يمكـ ــوي للفينـ ــك الحيـ ــر التفكـ   كبيـ

 ,Alcaligenes sp., Achromobacter, Acinetobacterمن الاحياء المجهرية تشمل انواع البكتريا مثل  
Pseudomonas spp , Bacillus spp- التفكـك الحيـوي للفينـول ان جـنس      نواثبتت الدراسات ع

Psendomonase ـواسع التطبيق على تفكك المركبات الفينولية وتعود قابلية الPseudomonas   علـى
  ) .Prieto et al.,2002النمو على مختلف المركبات العضوية الى امتلاكها ميكانيكية انزيمية مناسبة (

  

الهدف الرئيسي من البحث هو التحري عن وجود عزلات بكتيرية مكسره للفينول واختيرت التـرب  
ا النباتات واختيرت التربة الملوثة هذه العزلات لكونها غنية بالمركبات الفينولية التي تفرزهلالزراعية كمصدر 

بمخلفات الديزل لكونها غنية بالملوثات التي تصدرها مخلفات زيوت محركات الديزل التابعة لمحطة محليـة  
  لتوليد الطاقة الكهربائية.

  المواد وطريقة العمل 
  جمع العينات 

 ونموذج واحد جمعقمة نماذج تربة من مناطق متفرقة من محافظة بابل في اكياس نايلون مع 5جمعت 
زراعية ونقلت الـى  من ترب نماذج  ٤من تربة ملوثة بالديزل من محطة توليد الطاقة الكهربائية المحلية و 

  .المايكروبايولوجي في قسم علوم الحياة / كلية العلوم/ جامعة بابل المختبر
  للفينول عزل البكتريا المكسرة 

 Mineral salt medium (MSM)مل من وسط ١٠٠في  تعلقغرام من كل عينة تربة و ١٠وزن        
    (Goulding et al., 1988) يحتوي على المكونات غم/لتر التالية اعتمادا على

NaH2PO4, (4.45) K2HPO4 (4.36) ,  (NH4)2SO4, (1.26) ,MgSO4.6H2O  (0.912) 
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ــافة   ــع اض ــئيلة     ١٠م ــلاح الض ــول الام ــن محل ــل م ــوي traceelementsolutionم   يحت
 ) .CaCl2.2H2O (4.77) ,CoCl2.6H2O(0.37)  :         FeSO47H2O)١٠٠غم / ( على الاملاح التالية 

0.37) , Na2MoO42H2O.( 0. 1) 0.02), ( , Mn Cl2  
ثـم   15minلمدة  121cجهاز الوصدة بدرجة بعقم و 7.0للوسط الى  pHضبط الاس الهيدروجيني 

في السائل  MSMحضن الوسط الزرعي الطاقة ثم للكاربون و ملغم / لتر كمصدر 50ف الفينول بتركيز يضا
250دورق زجاجي سعة   ml  دورة/دقيقة لمدة اسبوع واحد بدرجة  120في جهاز الحاضنة الهزازة بسرعة

جديد مضاف له  MSMبعد انتهاء عملية الحضن الى وسط  MSMمن مزروع  5mlينقل مقدار  37cحرارة
في جهاز الخاصة الهزازة بسـرعة   37cلك لمدة اسبوع فقط بدرجة حضن كذو 50mg\Lوالفينول بتركيز 

دورة / دقيقة تعاد هذه الخطوة مرة اخرى لغرض التأكد من عزل المجاميع البكتيرية القـادرة علـى    120
للحصول على بطريقة التخطيط  Nutrient agar plateتكسير الفينول المستعمرات المعزولة تنقل الى وسط 

لمدة يوم واحد المستعمرات المعزولة النقية تنقل الـى   30cحضن بدرجة حرارة معزولة وية مستعمرات نق
في الثلاجة وبدرجـة  زرع المائل وتحفظ بطريقة ال 50mg\Lمضاف اليه الفينول بتركيز  MSM agarوسط
4c.  

       العزلات تشخيص
  علـى  العزلات على اسـاس الصـفات الزرعيـة والفحوصـات البايوكيميائيـة اعتمـادا       صنفت

 (Macfaddin ,2000) . 
للعزلات البكترية                     التكسيرية دراسة القابلية  

في حاضـنة   37cبدرجة حرارة  واحد لمدة يوم Nutrient brothالعزلات البكتيرية في وسط  نميت
فينول مضاف اليه ال MSMساعة من الحضن الزرع ينقل الى وسط  ٢٤دورة م/دقيقة بعد 120هزازة بسرعة 

. ساعة  48لمدة  37cدورة /دقيقة بدرجة حرارة  120في حاضنة هزازة بسرعة  نميتو 10mg\Lبتركيز
تراكيز  عمللالخطوات اعلاه  واعيدتمع الفينول فقط  MSMانبوب السيطرة يتكون من جميع مكونات وسط 

فة من الفينول لكل عزلـة  تحضن الانابيب ذات التراكيز المختلملغم / لتر  ١٠٠-١٠مختلفة من الفينول من 
نمو مقدار حسب ايام.دورة / دقيقة  ١٢٠في حاضنة هزازه بسرعة  لمدة يومين 37cبكتيرية بدرجة حرارة 

  . بجهاز المطياف الضوئي (600nm).الامتصاصية عند الطول الموجيقياس البكتيريا (العزلات) بدلالة 
      النتائج والمناقشة 

ترب الزراعية مكسرة للفينول شخصت اعتماداً على الصفات عزلات بكتيرية من ال 8تم عزل 
وعزلتين تابعة الى جنس  B.subtilisمنها تعود الى جنس  ٥المورفولوجية والفحوصات البايوكيمياوية الى 

P.aeruginosa  اما التربة الملوثة بمخلفات زيوت الديزل فعزلت منها عزله واحدة شخصت على انها تعود
  . P. aeruginosaجنس  الى
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  الانواع البكتيرية المعزولة من الترب الملوثة من مواقع مختلفة في مدينة الحلة): ١جدول (
  مكان الجمع  العزلة  الرمز
BS1  B. subtilis  1جمعية  
BS2 B. subtilis   2جمعية 
BS3 B. subtilis   1بكرلي 
BS4 B. subtilis   1كرامة 
BS5 B. subtilis   2كرامة 
PA1 P. aeruginosa   1جمعية 
PA2 P. aeruginosa   2جمعية 
PAP1 P. aeruginosa   2بكرلي 

  .اعتماداً على الفحوصات البايوكيميائية للفينول المكسرة  ةالبكتريالعزلات ) : تشخيص ٢جدول ( 
Test B. subtilis P. aeruginosa 

Gram stain + -  
Calalase  + +  
Oxidase  - +  
Motilily  - +  
Gelatin hydrolysis - +  
Citrate  - + 
Nitrate reduction - -  
Glucose oxidation  + +  
Lactose  - -  
Mannose  + -  
Arabinose  - +  
Raffinose - -  
Xylose  - -  
Sucrose  + - 
Maltose - -  
Mannitol  + +  
Galactose + +  
Fructose  + +  
Ribose - -  
Urea hydrohysis  - -  
Lysin decarboxylase + -  
Arginine dihydrolase - +  
Ornithine hydrolysis + -  
Starch hydrolysis  + -  
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ملغم/لتر وكانت  ١٠٠ -١٠ودرست قابلية العزلات البكتيرية الثمانية على النمو بتراكيز من الفينول 
 600بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي ملغم/لتر  ٢٠عند التركيز جميع العزلات لها اقصى نمو 

nm ٨و ٧و ٦و ٥و  ٤و  ٣و  ٢و  ١ل ( اوتتناقص هذه القابلية مع زيادة تركيز الفينول الاشك . (  
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في تراكيز مختلفـة مـن     BS1العزلة نمو يمثل ): ١شكل (

    600nmالفينول بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
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في تراكيز مختلفة من   BS2العزلةنمو يمثل ): 2ل (شك
   600nmالفينول بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
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في تراكيز مختلفة من  BA1 العزلة نمو يمثل ): ٣شكل (
  600nmالفينول بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
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في تراكيز مختلفة من   BS3لةالعزنمو يمثل ): 4شكل (
  600nmقياس الامتصاصية على طول موجي  الفينول بدلالة
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في تراكيز مختلفة من  BS4العزلةنمو يمثل  ):٥شكل (
  600nmالفينول بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
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في تراكيز مختلفة من   BS5 العزلةنمو يمثل ): 6شكل (

  600nmالفينول بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
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في تراكيز مختلفة من   BA2 العزلةنمو ل يمث): 7شكل (
  600nmالفينول بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
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في تراكيز مختلفة من   PAP1 العزلةنمو يمثل ): 8شكل (
  600nmالفينول بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي 
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  ونتائج البحث تتفق مع نتائج بحوث ودراسات اخرى واغلب هذه الدراسات        
  Kountyمنها  Pseudomnaceaeوتنتمي الى عائلة  Pseudomonasجنس الى عزلت انواع تعود  

رة للفينول من الترب السيبيرية وكانت اغلب العزلات تعود الى بكتريا مكس اوعزل) 2003وجماعته (
  . P.  putidaوخاصة النوع  Pseudomonasجنس

 Powlowski) ، 1999وجماعتـه (  Williams and Sayers  Torres (1994)اثبتت دراسات 
and Shingler )1994 ( وجود انظمة التخلص من الفينول في عزلاتPseudomonas يئية الفسلجية والب

امكانية هذه الكائنات في الأنظمة المعقدة لتكسير الفينول و وجود تنوع وراثي ووجدوا هناك تنوع كبير يدعم 
 . وقد توصل كل مـن وتعتبر من اكثر العزلات تكسيراً للفينول Pseudomonasومظهري لأنواع البكتيريا 

Whiteley and Mark )2000 ( ما يسبب انتخاب مجتمع مـايكروي  الى نتيجة انه عند زيادة تركيز ملوث
مكسر مع قلة التنوع فيه او انتخاب مجاميع اكثر مقاومة مع المقارنة بالمجتمع المـايكروبي غيـر المكسـر    

 على تكسير الفينول فمثلاً Bacillusاتفقت مع كثير من الدراسات التي اثبتت قابلية للملوثات نتائج هذا البحث 
Ajaz  )تابعة لجنسواع عزلوا ان ) 2004وجماعتهBacillus   مكسرة للمركبات الفينولية من الترب الملوثـة

  بالمشتقات النفطية.
  Kalfilzadeh ) عزلوا ست عزلات بكتيرية من مخلفات مصافي تكرير النفط في 2010وجماعته (

نمو هذه العزلات على تراكيز ودرست قابلية  Pseudomonasايران وكانت اغلب العزلات تنتمي الى جنس 
ولوحظ ايضاً ان  600nmغم/ لتر بدلالة قياس الامتصاصية على طول موجي  0.2-0.9مختلفة من الفينول 

ساعة من  ٤٨بعد  mg/L 200غم/ لتر واقصى نمو عند تركيز  0.2-0.5اقصى امتصاصية عند تركيز  
  الحضانة. 
 Molhite ) ة نمو العزل اثبتوا) 2010وجماعته فيStreptococcus epidermis    فـي الفينـول

  ملغم/لتر ولوحظ ايضاً نقصان في نموها بزيادة تركيز الفينول.  200بتركيز اعلى من 
المعزولة من مخلفات المياه الحاوية على الفينول  B. cereus) درسوا قابلية Zhang  )2013درس

  ملغم/ لتر. 0.02لامثل لنموها هو على النمو بتراكيز مختلفة من الفينول ووجدوا ان التركيز ا
  Annadvria ) درسوا قابلية 2007وجماعته (p. pictorum  على تكسير الفينول ووجد لها القابلية

  ملغم / لتر بدلالة اقصى نمو للبكتريا.  200على تكسير الفينول بالتركيز 
و بتركيز اكثر من على النم P. fluoreseens) قابلية العزلة 2012وجماعته ( Mahiuddinاثبت   

1000ppm من الفينول.  
Naresh  ) درسوا قابلية عزلة بكتيرية معزولة من المخلفات المائية في الهند  على 2012وجماعته (

تكسير الفينول في الزرع البكتيري الهزاز ولوحظ قابلية هذه البكتريا على التكسير التـام للفينـول بتركيـز    
1000ppm  انة.بعد اربعة ايام في الحض  

Sexena  ) عزلوا بكتريا من التربة الملوثة بمخلفات البترول .2013وجماعته (Acinetobacter 
sp.  9.5واثبتوا قابلتها على تكسير الفينول بتركيز mM .  

عزلة بكتيرية من مواقع صناعية وزراعية في ماليزيا لهـا   ١١٠) 2011وجماعته ( Ahmedعزل 
 Acietobacterستة من هذه العزلات تابعة الى جنس سط الاملاح السائل الفينول في و القابلية على تكسير

sp.  1500لها القابلية العالية على تكسير الفينول بتركيزmg/L .  

Concentration mg/L 
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و  .subtilis B) ثمان عزلات بكتيرية مكسرة للفينول تعود الى جنس 2010وجماعته ( Redaعزل 
alcaligens وp.  و licheniformis B. وputida B. و B. laterosporus  وB. firmus  

تمتلك قابلية تكسيرية  B. laterosporus B. subtilisمن الماء والقرب الملوثة وكانت  Aciantobacterوِ
) عزلتين تعودان الى جـنس  2011وجماعته ( Dokicعالية بدلالة قياس النمو والمحتوى البروتيني .عزل 

Bacillus sp. ات اروماتية متعددة ومن ضمنها الفينول لها القابلية على تكسير مركب.  
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