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  ABSTRACT    

 
Oil and its derivatives are among the most significant environmental pollutants today, and 

diesel fuel is a common environmental pollutant.  Two types of bacteria were isolated from 

diesel-contaminated soil at fuel filling stations (Salhab). The bacterial isolates were 

characterized based on their culture and morphological features on differential media, 

purified using simple and orthogonal streaking, and stained with Gram stain, in addition to 

some biochemical characteristics. This was done during an incubation period of 

 24-72 hours at 37°C  

The results showed the isolation of two types of bacilli: (A1) Pseudomonas putida, which 

is Gram-negative, positive for catalase, oxidase, and lactose, and negative for maltose, 

mannose, and sucrose , (A2) Bacillus subtilis, which is Gram-positive, positive for catalase 

and glucose, and negative for oxidase, sucrose, and maltose.                                                                                           
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من تربة مموثة Bacillus subtilisوPseudomonas putida عزل جراثيم
 سمحبفي محطة تعبئة وقود  بالديزل

   

  *رىف فيد إبراىيم
 **د. أميمة ناصر

 ***د. أيمن المريري
 

 

 (2026/  6/  1قبل لمنشر في  . 2026/  4/  6تاريخ الإيداع )
 

 ممخّص  
 

 
 في الوقت الحالي, ومن ىذه المشتقات  الديزل والذي يعد  مموثاً بيئيًا شائعًا .  ةيمن أكثر المموثات البيئتة ومشتقايعتبر النفط 

بناءً (,تم تمييز العزلات الجرثومية سمحبعزل نوعين من الجراثيم من التربة المموثة بالديزل في محطات تعبئة الوقود ) 
, وتنقيتيا بطريقة التخطيط البسيط والمتعامد, وتموينيا بصبغة عمى الخصائص المزرعية والشكمية عمى الأوساط التفريقية

( ساعة عمى درجة 72-24وذلك خلال فترة حضن استمرت   ) غرام, واعتماداً عمى بعض الخصائص البيوكيميائية.
 ( درجة مئوية.37حرارة )

سالبة صبغة الغرام, إيجابية  Pseudomonas putida(  A1)بينت النتائج عزل نوعين من الجراثيم العصوية 
الغرام,  إيجابية Bacillus subtilis( A2) , زو السكرو ز, المانوز, سالبة لممالتوزولاكتالكاتالاز,الأوكسيداز , ال

  . زوالمالتو ز, وسالبة الأوكسيداز,السكروزوالغموكو إيجابية الكاتالاز,
 

 Pseudomonas putida ,Bacillus subtilis ,تربة مموثة, ديزل الكممات المفتاحية:

 

سورية, يحتفظ المؤلفون بحقوق النشر بموجب  -) تشرين سابقاً( اللاذقيةجامعة مجمة :  حقوق النشر  
 CC BY-NC-SA 04الترخيص 
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 مقدمة:
 أحد( 0000000التموث النفطي بمشتقاتو المختمفة )الكيروسين, زيوت التشحيم , زيت الوقود, الديزل ومشكمة تعد  

اد استخدام المنتجات في معظم البمدان, لا سيمافي القرن الحادي والعشرين قد ازد أخطر المشكلات البيئية الحالية
يعد الديزل أحد المشتقات النفطية  مصدراً رئيساً لمتموث في و  ,والصناعات المختمفة , وخاصة لأغراض النقليةالنفط

 [.1,2خلال استخدامو في بعض المركبات والمولدات, وغيرىا ]لى البيئة بطرائق مختمفة من إالبيئة, وقد يصل 
نواتج التقطير المتوسطة الثقل من النفط الخام مفصولة بالتقطير الكسري, يستخدم ىذا الزيت المكرر  أحدىو  الديزل

يرباء. يظير لكاابشكل رئيس في وسائل النقل, كالسفن والقطارات والطائرات, إضافة لاستخدامو في العديد من مولدات ا
زيت الديزل في درجة حرارة الغرفة كسائل بني المون قابل للاشتعال ولزج قميلًا ومتقمّب مع رائحة نفاذة مميزة مشابية 

( درجة مئوية حسب المواد المضافة. قد يضيف الموزعون مواد 385-140لمكيروسين. تتراوح درجة غميانو بين )
مينات والفينولات والمواد البوليمرية. يمكن أن يختمف لون السائل أيضاً بسبب مضافة مختمفة مثل النترات العضوية والأ

مل(. ويتكون الديزل بشكل رئيس  100ممغ لكل  0.5ىذه الإضافات. والديزل ذات قابمية ذوبان منخفضة في الماء )
 إلى جانب تراكيز مختمفة من الييدروكربونات C8-C22من الييدروكربونات التي تتراوح من) 

 benzene, toluene, ethylbenzene and xylene) )BTEX , )ويشمل ذلك الألكانات المتفرعة )البارافينات ,
 [ .3السيكموألكانات )النفثينات( , الييدروكربونات العطرية متعددة النوى )النفثالين( والألكينات )الأوليفينات(  ]

ئية الكيميائية لمتربة المموثة, ويسبب تصمب أو تغيير نسيج لمديزل تأثيرات عمى الخصائص الميكروبيولوجية والفيزيا
لى انخفاض معدل نمو النبات بسبب عدم وجود تيوية كافية لمتربة وانخفاض كمية اليواء في إالتربة, مما يؤدي 

 .[4جزيئات التربة ]
والدورة الدموية بالمنتجات  ,لقد ارتبطت الأمراض والأضرار التي لحقت بأجيزة الإنسان مثل الجياز التنفسي والتناسمي 

البترولية, ومنيا الديزل فقد يحدث التعرض المباشر لمديزل أثناء إعادة تزويد السيارات بالوقود أو العمل في صناعة 
وخمل في وعمال الإصلاح. وبالتالي تؤدي ملامسة الجمد لمديزل إلى التيابو  البترول أو الصيانة من قبل الميكانيكيين

وظيفة الرئتين والكبد الكمى والأمعاء والأعضاء الداخمية الأخرى,ويمكن أن يتسبب استنشاق بخار الديزل في حدوث 
 . [5الاضطرابات العصبية والسرطان],العيوب الخمقية ,دوار وغثيان وصداع, وقد يسبب الطفرات

أبدى الباحثون والميتمون بالبيئة عمى مستوى العالم اىتماماً متزايداً بدراسة إمكانية تخفيف  ونظراً لخطورة زيت الديزل
الآثار السمبية الناتجة عنو من خلال اعتماد طرائق مختمفة في معالجتو كيميائية, فيزيائية, حيوية ليذه الطرائق المشار 

 .[ 6]راء" في تقنيات المعالجو لممواقع المموثة بالييدروكربونإلييا باسم "التكنولوجيا الخض
وتم التوصل في العديد من الدراسات العالمية عمى العديد من الأجناس الجرثومية والتي تظير القدرة عمى تحمل ركيزة 

تم عزل ثلاث سلالات بكتيرية من  2014 في اليند عام   Mahalingam and Nithyaم ففي دراسو  الييدروكربون,
 عينات تربة جُمعت من مواقع مموثة بالديزل في دينديجول, تاميل نادو, وتم تحديدىا عمى أنيا

 Pseudomonas sp. .,Bacillus sp وMicrococcus sp.   [7].   
 2024Chenصين عام واخرون في ال  أجناس          ةأنواع جرثوميو من ترب مموثو بالنفط و تعود لعد عزلتم   

 التي  تنتمي الى جنس  pumilus   Bacillusو    Bacillus subtilis موفي دراسو 
.Bacillus sp  

,
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venetianus Acinetobacter,   baumannii  Acinetobacter ,  Albensis  Acinetobacter  التي تنتمي
 .sp Acinetobacter [8] الى جنس.

من ترب ملوثه  Pseudomonas putida ,Bacillus subtilis العزلات الجرثوميةم ات أخرى دراس وكما توصمت 

 وىي أجناس من البكتيريا المحممة لمديزل 4تم تحديد  2022وأخرون في أثيوبيا عام   Bekeleففي دراسة  , يزلبال
.sp Pseudomonas ,.Roseomonas sp ,.sp  Achromobacter و sp . Bacillus ومن بين الأنواع .

 .  Pseudomonas aeruginosa ,   Bacillus subtilis [9]ىما  يينمثو الجر  النوعين التي تم الكشف عنيا الجرثومية
 لديزلبامن تربو مموثو  عزل ثلاثة أنواع من البكتيريا إلى 2022عام  وأخرون في نيجيريا Tirmizhi م دراسةوتوصمت 

 .  Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida ,  Bacillus subtilis[10] : ىيو 
 

 أىمية البحث وأىدافو: 
 أىمية البحث:  

 أىمية بيئية: من خلال الحصول عمى عزلات جرثومية متكيفة مع الشروط البيئية المحمية.
 ىدف البحث:  
متكيفة مع  (العصوية الرقيقة)  Bacillus subtilisو  (الزائفة البوتيدية )  Pseudomonas putidaجراثيم عزل  -

 .الديزل  المناخ المحمي من تربة مموثة ب
 

 :  هوموادالبحث  طرائق
 جمع عينات التربة:    

من عدة مواقع في محطة تعبئة وقود )سمحب( في محافظة حماه من شير شباط من  بشكل مفرد جمعت عينات التربة
(, وضعت العينات في أكياس من البولي إيتيمن, أخذت العينات 2023( حتى شير حزيران من العام )2022العام  )

فكان عدد  [11,12]سم بوساطة أداة حادة معقمة , ونقمت الى المختبر لعزل وتصنيف الجراثيم  5-15)من عمق )
 (.3العينات الكمي المأخوذة )

 تحضير الأوساط العامة لتنمية الجراثيم: 
اعتماداً عمى تعميمات  Nutrient agar) ( ووسط  الأغار المغذي ) Nutrient brothحضر وسط المرق المغذي ) 

 .الشركة المصنعة
 تحضير محمول التربة: 

تم تحضير عينة مركبة من العينات المفردة بخمطيا بشكل جيد ثم أخذت عينة مركبة تمثل المنطقة ,ثم تم تجفيف العينة 
من التربة وحمت في بالون  g(10جيد لتصبح متجانسة, وأخذ )مزجت عينة التربة المدروسة بشكل تجفيف ىوائي, 

 ( دقيقة , وأخذ منيا بوساطة ماصة  معقمو(15(مل ماء مقطر معقم ,مع مراعاة التحرك المستمر لمدة 90يحوي )
(, ثم عمل تخفيف 1\100(مل ماء مقطر معقم وبذلك حصل عمى تخفيف )90( مل إلى أنبوب يحتوي )(1 
 . [13] ( وىكذا,1\1000)
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 زراعة الجراثيم وتفريقيا: 
تحوي الأغار المغذي,  (3)عدد أطباق بتري  ( , زرعت في 1\100أخذت بعد تعقيميا عينة من التربة بتخفيف )

التي تعود  درجة مئوية ,زرعت المستعمرات 37( ساعة في الحاضنة بدرجة حرارة 48 -24حضنت لمدة )
 بعدىا في أنابيب تحوي المرق المغذي وحضنت لمدة  sp. sp., Pseudomonas Bacillusلأجناس

 ( ساعة, زرعت العينات ضمن ظروف التعقيم عمى الأوساط التفريقية النوعية48 -24) 
 (Bacillus Differentiation agar Pseudomonas agar   .) 
 وتشخيص بكتيريا عزلم رع انتقائي تفريقي يستخدم زوسط Pseudomonas agar : وسط  -
 Pseudomonas aeruginosa السيتريميد التي تسمح بنمو ةحيث يحتوي ماد aeruginosa  Pseudomonas  و

سمفات  –يوم زممغناكموريد  –سيتريميد  –جيلاتين بنكرياسي  )تمنع نمو أنواع أخرى من الجراثيم و يتكون من 
  .(الغميسيرين -الاغار–البوتاسيوم 

 لتفرقة بينليستخدم  رع تفريقيزوسط  : Bacillus Differentiation agarوسط  -

 Bacillus cereus  وBacillus subtilis ,يتكون منو  بناءً على قدرتها على تخمير المانيتول 
.أغار( -فوسفات الامونيوم-كموريد البوتاسيوم –يوم زممغناكبريتات  –خلاصو الخميرة  –أحمر الفينول  –مانيتول  ) 
( ساعة ومن ثم درست الصفات العامة الجرثومية  لممستعمرات ) شكل المستعمرة ,لونيا, 48 -24حضنت لمدة )  

حافتيا, سطحيا, الشفافية( والصفات الشكمية ) شكل الخلايا , صبغة غرام , الحركة (. والاختبارات البيوكيميائية 
 . [14,15]ئية ) الطاقة الذرية(المحددة للأجناس والأنواع , وقد استخدمت تقانة صفيحة الاختبارات البيوكيميا

 
 النتائج والمناقشة:  

ينت النتائج ظيور أعداد كبيرة من الجراثيم بعد زراعة عينات التربة عمى الأوساط المغذية العامة والانتقائية, كما ىو ب
 (.1موضح في الشكل )

                      
 

 Nutrient agar(: المستعمرات الجرثومية النامية عمى وسط 1الشكل ) 
 
 
م زرعت الجراثيم ونميت  لمحصول عمى عزلات جرثومية نقية بطريقة التخطيط  البسيط  والمتعامد عمى  الوسط  ث

 (2كما ىو موضح في الشكل )Nutrient agarالمغذي 
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 Nutrient agar(: المستعمرات الجرثومية النقية على وسط 2شكل )ال

 A2بالعدسة المجيرية الزيتية بشكل عصيات قصيرة سالبة الغرام, وبدت العزلة A1دت العزلة الجرثومية  ب
 (. 3)بشكل عصيات أيضاً لكن إيجابية الغرام,  كما ىو موضح في الشكل 

 
 :  العزلات الجرثومية بتموين غرام(3)الشكل 

 (A1لعزلة الجرثومية )ا
ونمت  عمى وسط نترينت أغار بشكل مستعمرات بمون أصفر إلى بني,(A1)نمت العزلة الجرثومية 

عمى وسط  لم يظير نمومستعمراتيا بشكل كثيف ومممس ناعم وحواف كاممة دائرية الشكل محدبة قميلًا, 
 اللاختباراتوأبدت نتائج إيجابية لبعض , وكانت وردية المون عمى وسط ماكونكيآغار,البسيدوموناس أغار

والنترات(, وىي  البيوكيميائية مثل )الكاتالاز, الأوكسيداز, الغموكوز, اللاكتوز(, وسمبية )السترات والأندول
 (. 1(, الجدول )4)جراثيم متحركة عمى وسط الحركة. الشكل 

          
 

 

 

 

 

 

 

 الماكونكيآغار(3) البسيدوموناس آغار  ( 2( الآغار المغذي )1) ( عمىA1(  العزلة الجرثومية )4الشكل )
 APIصفيحة الاختبارات البيوكيميائية(5)( وسط الحركة 4)  

 

A1

1 

A2

1 

1 
2 3 

4 
5 
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 (A1( الاختبارات البيوكيميائية لمعزلة الجرثومية )1الجدول )
1 2 3 4 5 6 

Motility Catalase Oxidase Arginine Ornithine Nitrate 
+ + + + - _ 
7 8 9 10 11 12 
Mr Vp Indol H2S Acetate Citrate 
- - - - + _ 
13 14 15 16 17 18 

Tartrate Esculine Gelatine Urea Phy-alan Arabinose 
- - + - - + 
19 20 21 22 23 24 

Cellebios Dulcitol Glycerol Glucose Inositol Lactose 
- - - + - + 
25 26 27 28 29 30 

Maltose Mannitol Mannos Raffinose Sorbitol Sucrose 
- + - - - - 

 
 (A2) العزلة الجرثومية

( عمى وسط نترينت أغار بشكل مستعمرات باىتة بمون كريمي, دائرية الشكل حوافيا متعرجة A2نمت العزلة الجرثومية )
 المون عمى وسط باسيمموس صفراءوظيرت  ,عمى وسط ماكونكيآغار ولم يظير أي نمو قواميا جاف, مسطحة,

البيوكيميائية مثل  وأبدت نتائج إيجابية لبعض اللاختبارات ,Bacillus (Differentiation Agar)تفريق العصيات
والمالتوز(,تم  )الكاتالاز, النترات, السيترات, الغموكوز(, وسمبية لبعض الاختبارات البيوكيميائية مثل )الأكسيدازواليوريا

 (Motility Test Medium)اجراء اختبار الحركة بتحضير  وسط 
, ثم غرست الإبرة مباشرة في منتصف العزلة الجرثومية و باستخدام إبرة تمقيح مستقيمة, تم أخذ مزرعة نقية من ىذه 

من نفس المسار الذي ( الأنبوب, مع الحرص عمى إخراج الإبرة \2/3)\أنبوب الاختبار شبو الصمب, بعمق حوالي 
ساعة ,لوحظ بعد ذلك انتشار النمو  44-24درجو مئوية لمده من  33ثم حضن الأنبوب عند درجو حرارة  دخمت منو

(, 5)بذلك تم التوصل إلى أن ىذه  الجراثيم متحركة عمى وسط الحركة, ,و البكتيري من خط التمقيح عمى كامل الأنبوب 
 (.2الجدول )
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  الماكونكيآغارNutrint agar (2 )( 1( عمى )B(  العزلة الجرثومية )2الشكل )
(3) (Bacillus Differentiation agar 

Motility agar(4) (5 )Gram API(6) 

 (A2( الاختبارات البيوكيميائية لمعزلة الجرثومية )2الجدول )

1 2 3 4 5 6 
Motility Catalase Oxidase Arginine Ornithine Nitrate 

+ + - - - + 
7 8 9 10 11 12 
Mr Vp Indol H2S Acetate Citrate 
- + - - - + 
13 14 15 16 17 18 

Tartrate Esculine Gelatine Urea Phy-alan Arabinose 
+ + + - - - 
19 20 21 22 23 24 

Cellebios Dulcitol Glycerol Glucose Inositol Lactose 
- - + + - + 
25 26 27 28 29 30 

Maltose Mannitol Mannos Raffinose Sorbitol Sucrose 
- + - - - - 

 

والتفريقية و إجراء تموين غرام تبين أن العزلتين  ونتيجة دراسة الصفات الشكمية والمزرعية والاختبارات البيوكيميائية
  مع توافقت نتائج ىذه الدراسة, كما , Pseudomonas putida( A1)ة الأولى يالجرثوم الجرثوميتين ىما:العزلة

    .[16]    في اليند (2016) وآخرون Sarkar    دراسة

 في Khadijah    (2021)   نتائج دراسةومع   , [18]  نيجيريافي  (2019) وآخرون  Saidu ومع نتائج دراسة
    .[20]   نيجيريا

1 2 3 

4 5 
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وآخرون  Pradoوقد توافقت نتائج ىذه الدراسة مع دراسة Bacillus subtilis( A2الجرثومية الثانية )والعزلة 
[ في البرازيل  الذين عزلوا ىذه [12( 2020وآخرون ) Limaa[, ومع نتائج دراسة [17( في المكسيك2014)

 [. [19(2020وآخرون ) Faggo الجراثيم من تربة مموثة بالديزل ومع نتائج دراسة  
 

 :الاستنتاجات والتوصيات
,   ,Pseudomonasputida(  A1تم الحصول عمى عزلتين جرثوميتين من تربة مموثة بالديزل ىما الأولى: ) -

 .  Bacillussubtilis( A2والثانية )
جرثومية من ترب مموثة بمشتقات نفطية مختمفة لتكون مرجع  متابعة العمل البحثي عمى تشخيص عزلاتبنوصي  -

 . يمكن الاستفادة منة في دراسات مستقبمية
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