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  چکیده 
رکیبات ها، نیتروژن، گوگرد،تها، رزیننفت سنگین داراي ویسکوزیته بالا و حاوي مقادیر زیادي از آسفالتین :زمینه و هدف

هـاي شـیمیایی،   مورد استفاده براي بهبود خواص نفـت سـنگین شـامل روش    هايروش .آروماتیک و فلزات مختلف است
آوري نفت سـنگین  زیستی عمل روش. هاي بالا و انتخاب پذیري پائین هستندباشند که داراي هزینهمی حرارتی و مکانیکی 

زیستی را به عنوان یک روش مکمل  توان روشها مزیت دارد و حتی میبه لحاظ اقتصادي و انتخاب پذیري بر دیگر روش
هاي با قابلیـت حـذف مـواد    هدف از این مطالعه  جداسازي میکروارگانیسم. هاي پیشین مورد استفاده قرار دادبراي روش

تین به عنوان تنها منبع هیدروکربنی از واحد تصفیه پساب پالایشگاه تهران و سازگار نمودن آنها با محیط کشت حاوي آسفال
  . کربن می باشد
آوري نفت سنگین جداسازي، خالص سازي و شناسایی هاي مناسب جهت عملدر این مقاله میکروارگانیسم :روش بررسی

بدین منظور خاك آلوده به مواد نفتی از حوضچه تصفیه پساب پالایشگاه تهران به عنوان منبع جداسازي . شدند
هاي پس از تطبیق میکروارگانیسم. راي قابلیت استفاده از مواد هیدروکربنی مورد استفاده قرار گرفتهاي دامیکروارگانیسم

  .ها به روش رقیق سازي و کشت خطی جداسازي و خالص سازي شدندفعال با آسفالتین، این میکروارگانیسم
با تطبیق توالی ژنوم . یی گردیدندشناسا 16s rRNAهاي خالص سازي شده سپس به وسیله آنالیز ترادفگونه :یافته ها

 Bacillus Sp.  ،PBCC13هاي گونه باکتري تحت نام سهNBCI هاي یافته شده با پایگاده داده میکروارگانیسم

Brevibacillus sp.  ، PBCC14 و Serratia sp. PBCC12 توان جهت ها را میاین میکروارگانیسم. شناسایی شدند
  .التین و رفع مشکلات صنعت نفت مورد استفاده قرار دادشکست زیستی نفت سنگین و آسف

توان بصـورت کشـت   را میسراشیا و  بروي باسیلوس، باسیلوسهاي خانواده میکروارگانیسمنتایج نشان داد  :گیـري نتیجه
فراینـد زیسـتی بـا اسـتفاده از     . آوري نفت سنگین چـه در محـل و چـه خـارج از محـل  بکـار بـرد       مخلوط جهت عمل

  .تواند روشی نوین جهت رفع مشکلات صنعت نفت کشور باشدهاي شناسایی شده در این تحقیق میرگانیسممیکروا
  .آسفالتین، نفت خام سنگین، شکست زیستی، خالص سازي میکروارگانیسم: هاي کلیديواژه

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  1-8 صفحه ،مهفت شماره دوم، دوره ،1389 زمستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

 هاي دارايمیکروارگانیسم جداسازي و شناسایی

آنزیمهاي کبدي تحت    مقدمه
نفت سنگین داراي ویسکوزیته بـالا و حـاوي مقـادیر زیـادي از     

ترکیبـات آروماتیـک و    ها، نیتـروژن، گـوگرد،  ها، رزینآسفالتین
          فلزات مختلـف اسـت کـه بـه طـور مشـخص فلـزات آن نیکـل        

ــی ــادیم م ــندو وان ــن مشخصــات مشــکلات بســیاري را  ا. باش         ی
    در فـراوري نفــت خــام و فرآینـدهاي پــائین دســتی آن بوجــود   

به علت وجـود مقـادیر بسـیاري از ایـن نـوع نفـت در       . آورندمی
آوري آنهـا بیشـتر روشـن    نفت دنیا، اهمیت بهبود و عمل مخازن

هایی که تا کنون براي بهبود خواص نفت سنگین روش. شودمی
هاي بالا و انتخاب پذیري پـائین  اند داراي هزینهگرفته شده بکار

هاي زیستی به لحاظ اقتصادي و انتخـاب پـذیري   روش. هستند
    هـا  تـوان ایـن روش  باشند و همچنـین مـی  هایی میداراي مزیت

هـاي پیشـین مـورد    را به عنـوان یـک روش مکمـل بـراي روش    
  ). 4-1(استفاده قرار داد 

وجود در دنیا هفت برابر نفت قابل پـالایش  میزان نفت سنگین م
بیشترین نفت سنگین دنیا در چاه نفـت  . تخمین زده شده است

دیگـر منـابع بـزرگ نفـت     . ارینوکو در کشور ونزوئلا وجـود دارد 
. سنگین در آلبرتاي کانادا، سیبري روسیه و مایاي مکزیک است

   به علت اینکـه نفـت قابـل بازیـابی در حـال تمـام شـدن اسـت         
. علاقه براي بهره برداري از نفت سنگین در حال افـزایش اسـت  

    بــه علــت ویســکوزیته بــالاي ایــن نــوع نفــت، در حــال حاضــر  
     شـود تـا قابلیـت انتقـال    هایی به نفت سنگین افزوده مـی حلال

ها باعث شده قیمت بالاي این حلال. در خط لوله را داشته باشد
جدیـدي بـراي کـاهش     هـاي است تا دانشمندان به دنبال روش

بـر   هاي شکست نفـت سـنگین انـرژي   فرآیند. ویسکوزیته باشند
همچنین انتخـاب پـذیري   . بوده و قیمت تمام شده زیادي دارند

     پــائین و مشــکلات محــیط زیســتی کــه در اثــر ایــن فرآینــدها
  ).7-4(ها است شود از دیگر معایب این روشایجاد می

در دسته نفـت   2000 -1500هاي در محدوده وزن بین مولکول
ها داراي یک قسمت گیرند و بیشتر این مولکولسنگین قرار می

 هسـتند ) شاخه(و یک قسمت آلیفاتیک ) بدنه اصلی(آروماتیک 
هاي نیتروژن، گوگرد و اکسیژن مهمترین اتمهاي همراه اتم). 8(

دسـته   4نفت خام بر اسـاس حلالیـت بـه    . ها هستندآروماتیک
ــی ــود تقســیم م ــباع : ش ــات اش ــاخه( ترکیب ــط ش ــافق ، ) داره

      هـا ، رزیـن )قسمت زنجیـره اصـلی بهمـراه شـاخه    (ها آروماتیک
هــا و آســفالتین) بــا نســبت زنجیــره اصــلی بــه شــاخه بیشــتر(
درصـد  ). هـاي کـم  ترکیباتی بـا زنجیـره اصـلی بلنـد و شـاخه     (

آســفالتین موجــود در نفــت ســنگین بیشــترین اثــر را بــر روي  

ز جمله ویسـکوزیته و دیگـر خـواص نـامطلوب     مشخصات نفت ا
ــدن و    ــیون ش ــدن، امولس ــري ش ــت پلیم ــه قابلی ــت از جمل         نف

هـاي مختلفـی جهـت کـاهش     از ایـن رو روش . کک سازي دارد
ویسکوزیته نفت سنگین و جلـوگیري از ایجـاد رسـوب در نفـت     

  .گیرندسنگین ابداع شده و مورد استفاده قرار می
آوري روش در این زمینـه بـراي عمـل   ترین روش شیمیایی مهم

تــوان از آن در چــاه و همچنــین در آســفالتین اســت زیــرا مــی
آوري شـیمیایی  عمـل  هايروش. تاسیسات تولیدي استفاده کرد

آوري بـا  عمـل  :توان به سه دسته اصلی تقسیم بندي کـرد را می
بـراي تمـام    .هـا هاي آسفالتین و اصـلاح کننـده  حلال، دترجنت

ایی ایمنی زیسـت محیطـی و در معـرض خطـر     هاي شیمیروش
ایـن موضـوع    .قرار گرفتن اشخاص باید ملاحظه و بررسی شـود 

هـایی در زمینـه مـواد شـیمیایی مـورد      باعث ایجـاد محـدودیت  
ــن روش      ــوب ای ــی از عی ــده و یک ــه ش ــن زمین ــتفاده در ای       اس

  . رودبشمار می
وله، براي حذف رسوبات آسفالتینی در خط ل آوري مکانیکیعمل
. گیـرد مـی  هاي جریان مورد استفاده قـرار تولید نفت و لوله لوله

اي شـکل، خـراش   هـاي میلـه  این روش شـامل خـراش دهنـده   
 هـاي جریـان،   هـاي لولـه  خـراش دهنـده   هاي خط لولـه، دهنده

هاي پیستونی شناور آزاد و پیـگ زنـی خـط لولـه     خراش دهنده
ي مطمـئن و  پـاك سـاز  : مزایاي روش مکانیکی شـامل . باشدمی

بـر  لـیکن روش مکـانیکی هزینـه   . باشدحداقل آسیب ممکن می
بــوده، بکــار گیــري آن نیــاز بــه زمــان دارد و خطــر جاگــذاري  

  .تجهیزات در چاه وجود دارد
هاي پایین آوري حرارتی شامل تزریق نفت داغ، گرم کنندهعمل

ــی     ــده حرارت ــیمیایی روان کنن ــواد ش ــتفاده از م ــرات و اس      حف
استفاده وسیع از محصولات نفتـی منجـر بـه آلـودگی     . باشدمی

تخریب زیسـتی  . هاي محیط زیست شده استتقریباً تمام بخش
هاي میکروبی طبیعـی مهمتـرین   ها بوسیله جمعیتهیدروکربن

محیطـی هیـدروکربنی    هاي زیسـت فرآیند براي تصفیه آلودگی
هاي این موضوع بصـورت گسـترده بررسـی و    مکانیسم. باشدمی
  ).10و9(اندر شدهمرو

هـاي بـا قابلیـت    میکروارگانیسـم هدف از این مطالعه جداسازي 
از واحد تصفیه پساب پالایشگاه تهـران  حذف مواد هیدروکربنی 

محیط کشت حاوي آسفالتین بـه عنـوان   و سازگار نمودن آنها با 
   .می باشدتنها منبع کربن 
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 و همکاران فرشته نادري

 روش بررسی
. نفـت تهیـه شـد    در این پروژه آسفالتین از پژوهشـگاه صـنعت  

آسـفالتین  : روش تهیه آسفالتین از نفت سنگین بشرح زیر است
 50از نمونه نفت خام بوسیله ترسیب با هپتان نرمال به نسـبت  

نمونه بـه مـدت   . شوداستخراج می) هپتان نرمال به نمونه( 1به 
ساعت در همزن مغناطیسی قرار داده شده و سپس بوسیله  18

آسـفالتین رسـوب   . شـود فیلتر می 42کاغذ فیلتر واتمن شماره 
یافته از کاغذ صافی به کپسول پورسلین انتقال داده شـده و در  

. گـردد ساعت خشک مـی  12گراد براي  درجه سانتی 70دماي 
در پایان در دماي اتاق در محفظه استریل براي کارهاي بعـدي  

   ).12و11(شودنگهداري می
  

 9439یـزو  محیط کشـت بـر اسـاس اسـتاندارد ا    : محیط کشت
  .تهیه شد 1بصورت جدول  )11(

  
مواد مورد استفاده براي تهیه محیط کشت و میزان  . 1جدول 

  لیتر 1آنها در 
  ماده  لیتر 1میزان در   ردیف
1  g085 /0  KH2PO4 

2  21/0  g K2HPO4 

3  33/0 g Na2 HPO4·2H2O 

4  005/0  g NH4Cl 

5  0225/0 g MgSO4·7H2O 

6  0275/0 g CaCl2 

7  traces  FeCl3·6H2O 

8  1 lit; pH 4/7  Distilled water 

9  5 g asphaltenes 

  
بـر اسـاس شـرایط    : هـا تطبیق و غنی سازي میکروارگانیسم

و یـا  ) هـوازي شـرایط بـی  (تخریب آسفالتین در مخازن نفتی 
شـرایط هـوازي یـا    (آوري در خارج از چاه در بیوراکتـور  عمل

گرفـت تـا بتـوان     اي صـورت گذاري به گونـه نمونه) هوازيبی
هـاي هـوازي و   هایی با قابلیت رشد در محـیط میکروارگانیسم

با توجه به امکان آلودگی و ایجاد . هوازي را جداسازي نمودبی
ــاي آزمایشــگاهی از  ــرایط   3خطاه ــک از ش ــر ی ــه در ه نمون

ها از خاك آلـوده بـه مـواد نفتـی     میکروارگانیسم. استفاده شد
 NaClگــرم در لیتــر  9بوسـیله ســرم فیزیولوژیــک بصـورت   

بـدین  . جداسـازي شـدند   80میلـی لیتـر تـویین     1/0بعلاوه 
میلی لیتر سـرم   100گرم خاك آلوده در  10صورت که ابتدا 

. شـد زده  دقیقـه هـم   30فیزیولوژیک ریخته شده و به مدت 
سپس از مایع رویی مخلوط جهت لقاح محیط کشت استفاده 

   .شد
میلی لیتر محیط کشـت در   100هاي هوازي از در مورد نمونه

       هـاي میلی لیتـري اسـتفاده شـد و در مـورد نمونـه      500ارلن 
 250هـاي  میلی لیتر محیط کشت در ارلـن  200هوازي از  بی

  . میلی لیتري استفاده گردید
لیتري تهیـه   1ابتدا محیط کشت فاقد آسفالتین در بالن ژوژه 

لیـت  ها ریختـه شـده و بـدلیل عـدم حلا    شد و سپس در ارلن
گـرم در لیتـر    5آسفالتین در آب مقطر، آسفالتین بـر اسـاس   

ــد     ــافه ش ــه آن اض ــده و ب ــن وزن ش ــر ارل ــراي ه ــس از . ب پ
میلی لیتر از مایع رویی مخلوط  10ها با استریلیزاسیون، نمونه

ســرم فیزیولوژیــک و خــاك آلــوده تلقــیح شــدند و در شــیکر 
ــاتور در  ــاي  150انکوبـ ــه و در دمـ ــه 30دور در دقیقـ  درجـ

در ایـن مرحلـه   . قـرار داده شـدند   روز  60سانتیگراد به مدت 
هـایی کـه قابلیـت رشـد بـر روي آسـفالتین را       میکروارگانیسم

روز  60پـس از   .داشتند در محیط کشت زنـده خواهنـد مانـد   
گذاري مشابهی انجـام شـد بـا    ها، نمونهتطبیق میکروارگانیسم

از محیط کشـت  ستفاده ا این تفاوت که در این مرحله لقاح با 
روز  90هاي جدید به مـدت  نمونه. تطبیق یافته صورت گرفت

ــاتور در  ــیکر انکوب ــه و 150در ش ــاي   دور در دقیق  30در دم
  .گراد قرار داده شدند درجه سانتی

  
هاي داراي قابلیـت  جداسازي  و خالص سازي میکروارگانیسم

هـا  بـراي جداسـازي میکروارگانیسـم    :رشد بر روي آسـفالتین 
هاي نمونه گـذاري  از ارلن. کشت نوترینت آگار تهیه شد محیط

هایی را که داراي کدورت بیشتري بودند انتخاب کرده شده ارلن
و از آنها بر روي محیط کشت جامد در شـرایط اسـتریل کشـت    

 24ها گرماگـذاري شـده و پـس از    سپس پلیت. خطی داده شد
  .هـاي تشـکیل شـده اسـلنت تهیـه شـد      ساعت از تـک کلـونی  

هـاي بعـدي و مطالعـات    ها به عنوان منبع تهیـه کشـت  اسلنت
ــراد  درجــه ســانتی 4میکروســکوپی در یخچــال در دمــاي  گ

  .نگهداري شدند
  

بـراي تعیـین نـوع    : رنگ آمیزي گرم و مطالعات میکروسکوپی
هاي جداسازي و خالص سازي شده، اولین قـدم  میکروارگانیسم
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

 هاي دارايمیکروارگانیسم جداسازي و شناسایی

آنزیمهاي کبدي تحت  و بررسـی گـرم    ها از نظـر مورفولـوژي  شناختن میکروارگانیسم
  ).13(بدین منظور از رنگ آمیزي گرم استفاده شد ،است

  
در  :هاي خالص سازي شـده خالص سازي ژنوم میکروارگانیسم

میکرولیتـر از   567ابتدا یـک لـوپ از تـک کلـونی بـاکتري در      
 pHبـا    Tris – HCl مـولار 1میلی لیتر بافر  TE )10حلول م

کـه بـه حجـم     EDTAمیلی لیتر محلول نیم مولار  2 +8برابر 
سـپس  . سوسپانسیون شـد ) میلی لیتر رسانده شده است 1000

       Kهـاي لیــزوزیم و پروتئینــاز  میکرولیتـر از هریــک از آنــزیم  3
درصـد   1محلول میکرولیتر  30و )میلی گرم در میلی لیتر10( 

. سدیم دودسیل سولفات به سوسپانسیون ابتدایی اضافه گردیـد 
پس از مخلوط کـردن شـدید سوسپانسـیون بـه میـزان کـافی،       

   درجـه  37محلول آماده شده به مـدت یـک سـاعت در دمـاي     
میکرولیتـر محلـول    100در مرحله بعد میزان . گرما گذاري شد

در ایـن  . ردیـد مولار نمک طعـام بـه سوسپانسـیون اضـافه گ     5
 CTABدرصـــدي بـــافر  2میکرولیتـــر محلــول   80مرحلــه  

میلی  280، 8برابر pHمولار با Tris-HCl 1میلی لیتر از 100(
 20نـیم مـولار و    EDTAمیلی لیتر   40 ،مولار  5لیتر  سدیم 

سـی سـی     1000بار تقطیـر بـه حجـم     با آب دو CTABگرم 
 ـ به سوسپانسیون اضافه شـد و ) رسانده شده است  10ه مـدت  ب

سـپس  . درجه گرما گذاري گردیـد  65دقیقه در حمام آب گرم 
ــول ) میکرولیتــر 780(هــم حجــم سوسپانســیون   24:1از محل

ایزوآمیل الکل بـه سوسپانسـیون آمـاده شـده اضـافه      / کلروفرم
 گردید و به مدت بیست دقیقه توسـط دسـتگاه سـانتریفیوژ بـا     

رحلـه یـک   در ایـن م . رسوب گذاري انجام شـد   g 14000دور 
محلول رویی را به طوري که بـا  . شودمحلول دو فازي ظاهر می

       محلول زیـري آمیختـه نگـردد در یـک ویـال جدیـد ریختـه و       
میلـی   RNase  )2میکرولیتـر   3میکرولیتـر   100به ازاي هـر  

 37ساعت در دمـاي   1اضافه شد و به مدت ) گرم در میلی لیتر
حجـم سوسپانسـیون از   هـم   مجـدداً . درجه گرما گذاري گردید

ایزوآمیل الکل بـه سوسپانسـیون آمـاده    / کلروفرم 24:1محلول 
دقیقــه توســط دســتگاه  20شــده اضــافه گردیــد و بــه مــدت  

. رسوب گذاري انجـام شـد    rpm 14000وژ با سرعت یسانتریف
. شـود یـک محلـول دو فـازي ظـاهر مـی      در این مرحله مجدداً

ي آمیخته نگـردد در  محلول رویی را به طوري که با محلول زیر
میکرولیتــر  1000تـا   700یـک ویـال جدیــد ریختـه و حــدود    

. بـه آن اضـافه شـد   ) درجـه سلسـیوس   -20(ایزوپروپانول سرد 
دقیقـه توسـط دسـتگاه     20سپس محلول آماده شده به مـدت  

در . رسـوب گـذاري گردیـد    rpm 14000وژ باسرعت یسانتریف

ان ژنـوم  شـود کـه هم ـ   این مرحله رسوب سفید رنگی ظاهر می
ــر اســت  ــورد نظ ــت حــذف ناخالصــی،  . میکروارگانیســم م          جه

درصـد اضـافه    70میکرولیتـر اتانـل    500به رسوب سفید رنگ 
ــدت   ــه مـ ــد و بـ ــرعت   5شـ ــا سـ ــه بـ           rpm   14000دقیقـ
سپس محلول رویی خارج شد و به میزان . رسوب گذاري گردید

گردیـد و بـراي   میکرولیتر آب دوبارتقطیر به رسوب افـزوده   30
  .داري شدهآزمایشات بعدي نگ

  
جهـت   :PCRروش ازدیاد ژن تخلیص شـده توسـط واکـنش    

          میکرولیتـر سوسپانسـیون حـاوي     100از  PCRانجام واکـنش  
          ،)Taq Polymerase(میکرولیتـــر آنـــزیم تـــک پلیمـــراز  1
میکرولیتر بـافر   MgCl2( ،10(میکرولیتر دي کلرید منیزیم   3

PCR، 1   ،میکرولیتر از هریک از پرایمرهاي پیش رو و پـس رو
 ، )dNTP(میکرولیتر دزوکسی دي نوکلئوتیـد تـري فسـفات     2

میکرولیتـر آب دوبـار تقطیـر     81یک میکرولیتر از ژنوم الگـو و  
 وسـط دسـتگاه گرادیانـت بـایوراد     ت PCRواکنش . استفاده شد

  : طی چهار مرحله مطابق روش زیر انجام گردید
درجه سانتی گراد به مـدت   95سیکل، در دماي 1: مرحله یک 

بخـش  ) الـف  :سیکل، شامل سه بخـش  30: مرحله دو ،دقیقه 5
)  ب.  ثانیـه  30درجه سانتی گراد بـه مـدت    95در دماي : یک 

             .ثانیه 30ی گراد به مدت سانت درجه 57در دماي : بخش دو 
درجه سانتی گراد بـه مـدت یـک     72در دماي : بخش سه )  ج

درجه سـانتی گـراد    72در دماي : مرحله سه .ثانیه 30دقیقه و 
درجه سانتی گراد  8در دماي : مرحله چهار .به مدت پنج دقیقه

  .ثانیه 1به مدت 
  

با استفاده  DNAهاي الکتروفورز نمونه :الکتروفورز ژل آگارز
گرم پودر آگارز در  5/0ابتدا . صورت پذیرفت%  1از ژل آگارز 

با استفاده از ماکروویو کاملاً  X 5/0 TBE بافر سی سی 50
 tray حل شد و بعد از اینکه به اندازه کافی سرد شد بر روي 

شانه بیرون آورده شد و ژل در  بعد از بستن ژل،. ریخته شد
. قرار گرفت  X5/0TBEداخل تانک الکتروفورز حاوي بافر 

 6میکرولیتر از ژنوم تخلیص شده با 2 جهت نمونه گذاري،
هاي ژل ریخته در داخل چاهک میکرولیتر از رنگ مخلوط شد و

ولت  140الی  100شد و الکتروفورز به منبع برق با ولتاژ 
دقیقه  10بمدت  نمونه گذاري، ژل آگارزپس از  .متصل گردید

درون محلول رنگ اتیدیوم بروماید به غلظت تقریبی 
μg/ml5/0 کمک آب مقطره سپس ژل ب. قرار داده شد     
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مهفت، دوره دوم، شماره 89 مستانز  

 و همکاران فرشته نادري

رنگ زدایی شد و با استفاده از دستگاه ژل داکیومنتیشن 
  .مشاهده گردید و عکس تهیه شد

  
ژنوم تخلیص ازدیاد : PCRازدیاد ژنوم باکتري از طریق واکنش 

هاي خالص سازي شده از طریق دو پرایمر شده میکروارگانیسم
 1541R (5-AGG AGGهايبا توالی16srDNA جهانی 

TGA TCC AAC CGC-3)  5)و- AAG AGT TTG 
ATC ATG GCT-3)F پس از مشاهده باند بر انجام شد و 

به شرکت ژن ) توالی یابی(روي ژل آگارز جهت تعیین سکانس 
  .سال گردیدفناوران ار

  
در حـدود  (هـاي کامـل   تـوالی :  توالی یابی و آنالیز فیلوژنتیک

 NCBIدر  GenBank ابتــدا در پایگــاه داده) نوکلئوتیــد 1400
ــه آدرس  ــدند http://www.ncbi.nlm.nih.govبـ ــت شـ . ثبـ

لـو تایـپ   تفـاوت داشـتند از یـک فی   % 3هایی که کمتـر از  توالی
   .اندبوده
 

ارلن  6تعداد : ها در حضور و عدم حضور آسفالتینرشد باکتري
عدد از آنها محیط کشـت بـه همـراه     3میلی لیتري که در  100

عدد دیگـر محـیط کشـت     3و درون ) گرم در لیتر 5(آسفالتین 
ها اتوکلاو شـده و  ارلن. ریخته شد) آسفالتین(بدون منبع کربن 

باکتري جداسازي شده در شـرایط اسـتریل   سپس از هر سه نوع 
از هر باکتري یک تلقیح در ارلن حـاوي  . ها تلقیح شددرون ارلن

هـدف   .آسفالتین و یک تلقیح در ارلن فاقد آسفالتین انجام شـد 
از این کار اطمینان از مصرف آسـفالتین بـه عنـوان تنهـا منبـع      

  . باشـد هـاي جداسـازي شـده مـی    کربن توسـط میکروارگانیسـم  
 150گـراد و   درجه سانتی 30روز در دماي  60ها به مدت ارلن

  .دور در دقیقه گرماگذاري شدند
  

 هایافته
: هوازي ها در شرایط هوازي و بیبررسی رشد میکروارگانیسم

ها در محیط روزه نمونه گذاري میکروارگانیسم 90پس از دوره 
 نتایج نشان داد کشت حاوي آسفالتین و بررسی کدروت محلول

که در نمونه هوازي کدروت افزایش یافته و رنگ محیط کشت 
رنگ به خاکستري تغییر رنگ داده است که نشان دهنده از بی

     ها در محیط کشت حاوي آسفالتین رشد میکروارگانیسم
هوازي میزان افزایش همچنین در مورد نمونه بی. باشدمی

یار محدود کدورت و تغییر رنگ در مقایسه با نمونه هوازي بس

هوازي  هاي بیبوده و نشان از توانایی محدود میکروارگانیسم
  .باشدبراي رشد بر روي آسفالتین می

  
با توجه به مطالعات : نتایج مطالعات میکروسکوپی

توان نتیجه گیري کرد که میکروسکوپی و رنگ آمیزي گرم می
 هوازي بسیار محدود بوده وها در شرایط بیرشد میکروارگانیسم

هوازي، میکروبی جداسازي و از مخلوط میکروبی در شرایط بی
هاي رشد یافته همچنین میکروب. خالص سازي نشده است

  . اندها بودهمتعلق به خانواده باسیل

هــاي نتـایج رنــگ آمیــزي گــرم نشـان داد کــه میکروارگانیســم  
جداسازي شده گرم منفی هستند که با نتـایج تحقیقـات دیگـر    

هـاي آسـفالتین در   همچنین رشد حول دانه. )11( سازگار است
ها در اسـتفاده از  دهنده تمایل میکروارگانیسمکشت خطی نشان

 . آسفالتین است
  

ــکل  ــم    .1ش ــرم میکروارگانیس ــزي گ ــگ آمی ــویر رن ــاي تص     ه
  جداسازي شده

  

ارلن  3تعداد  :ها در حضور و عدم حضور آسفالتینرشد باکتري
روز با  60د آسفالتین به مدت ارلن فاق 3حاوي آسفالتین و 

  درجه  30شرایط یکسان درون شیکر انکوباتور در دماي 
پس از این . دور در دقیقه قرار داده شدند 150گراد و  سانتی

هاي فاقد آسفالتین به محیط کشت مدت، تلقیحی از ارلن
ساعت  48نوترینت آگار در شرایط استریل انجام شد و به مدت 

رماگذاري شدند ولی هیچ اثري از رشد درجه گ 30در دماي 
ها این بررسی نشان دهنده عدم رشد باکتري. مشاهده نگردید

هاي در عدم حضور آسفالتین بوده و از استفاده میکروب
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

 هاي دارايمیکروارگانیسم جداسازي و شناسایی

آنزیمهاي کبدي تحت  جداسازي شده از آسفالتین به عنوان تنها منبع کربن و انرژي 
   .اطمینان حاصل شد

  
ــنش    ــحیح واک ــام ص ــد انج ــس از :  PCRتایی ــارز پ           ژل آگ

      نمونـه گـذاري ژنـوم خـالص ســازي شـده مـورد رنـگ آمیــزي        
قرار گرفـت و سـپس توسـط دسـتگاه ژل داکیومنتیشـن از آن      

 ـ تصویر نشان می). 2شکل (تصویر تهیه شد   هدهد که هـیچ گون
هاي ژنـوم وجـود نـدارد و تاییـدي بـر انجـام       ناخالصی در نمونه

 .باشدمی PCR صحیح واکنش 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 3تصویر ژل آگارز نمونه ژنوم خالص سازي شده  .2شکل 
مرتبه نمونه گذاري جهت  2(میکروارگانیسم خالص سازي شده 

  )تایید صحت کارانجام شده است
 

هاي جداسازي شده و خالص سازي شناسایی میکروارگانیسم
         هاي حاصل از آنالیز ترادفبا تطبیق توالی ژنوم: شده

16s rRNA گونه میکروارگانیسم خالص سازي شده  3مورد  در
بر اساس نتایج تطابق  NCBIدر  GenBankبا پایگاه داده

، Bacillus sp. PBCC 13یک گونه باسیلوس تحت نام % 100
     .Brevibaillus spیک گونه بروي باسیلوس تحت نام 

PBCC 14 یک گونه سراشیا تحت نام وSerattia sp.     
PBCC12 اندلوده جداسازي شدهخاك آ از .  

  
  
  
  

  بحث 
ها و مخمرهـا  ها، قارچهاي بسیاري شامل باکتريمیکروارگانیسم

ــا ــب هیــدروکربن   ب ــایی تخری ــده  توان ــایی ش ــا شناس . انــده
هـــوازي از مخـــازن نفتـــی و   هـــاي بـــی میکروارگانیســـم

هـاي آلـوده بـه مـواد     میکروارگانیسمهایی هوازي از اکوسیسـتم 
هاي مولکولی براي تعیـین  روش. اندهیدروکربنی جداسازي شده

هـاي  ها، ندرتاً در بررسـی هاي تخریب کننده هیدروکربنباکتري
همچنـین بررسـی زیسـت    . انـد زیست محیطی بکار گرفته شده
ــذیري هیــدروکربن ــا همیشــه بوســیله روشتخریــب پ ــاي ه ه

  ). 15و  14(شیمیایی امکان پذیر نیست 
فالتین آن را در برابـر  به هر حال ساختار مولکـولی پیچیـده آس ـ  

تخریب زیستی مقاوم کرده و موجب تجمع آن در اکـو سیسـتم   
     هـایی کـه   گـزارش شـده اسـت کـه میکروارگانیسـم     . شده است

ــرار داده     در معــرض آســفالتین در طــی دوره طــولانی مــدت ق
  ). 11(اند توانایی تجزیه این ترکیب را دارند شده

تـوان بـه تخریـب    مینـه مـی  از تحقیقات انجام گرفتـه در ایـن ز  
زیستی آسفالتین بوسیله کنسرسیوم میکروبی جداسازي شده از 

 16(ها اشاره کرد هاي خاك و رسوبات آلوده با هیدروکربننمونه
از دیگر کارهـاي انجـام گرفتـه در ایـن زمینـه تخریـب       . )17و 

ــی    ــیوم میکروب ــا اســتفاده از کنسرس ــات ب ــن ترکیب زیســتی ای
ــت   ــده از نف ــازي ش ــی جداس ــام م ــدخ ــق  . باش ــن تحقی در ای

هـاي بـا غلظـت بـالاي     ها با شرایط سخت محیطمیکروارگانیسم
اند و اثرات فاکتورهـاي محیطـی بـر روي    آسفالتین تطبیق یافته

هاي میکروارگانیسم. رشد آنها در این تحقیق مشخص شده است
 ,Corynebacteriumهـاي  جداسازي شـده متعلـق بـه گونـه    

Bacillus, Brevibacillus وStaphylococcus انـد کـه   بوده
  ).10(اند ها نیز گزارش شدهبراي تخریب دیگر هیدروکربن

هاي انتخـابی  در تحقیق دیگري برهمکنش مابین میکروارگانیسم
هـا طـی شـرایط    و نفت خام سـنگین کـه در آن میکروارگانیسـم   

این بـر  . اند بررسی شده استکنترل شده به سیستم معرفی شده
یی و هاي شیمیاواکنشاز طریق یک سري پیچیده از ها همکنش

هـاي گسـترده ایـن    بررسـی ). 18(شـود  بیوشیمیایی انجـام مـی  
هایی تصادفی نبـوده  ها نشان داده است که چنین واکنشواکنش

هاي مرتبط با تخریب زیسـتی نفـت تفـاوت دارنـد و     و با واکنش
یـابی  توان مسیر آنها را بوسیله مارکرهاي شیمیایی مشخصـه  می
تبدیل زیستی نفت خام سنگین وابسته به گستره ترکیبـات  . کرد

 قطبی حاوي نیتروژن، گـوگرد، اکسـیژن و فلـزات انـدك مقـدار      
هـاي بیوشـیمیایی القـا شـده در ایـن      اثر کلی واکـنش . باشدمی
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مهفت، دوره دوم، شماره 89 مستانز  

 و همکاران فرشته نادري

، گـوگرد، اکسـیژن و فلـزات    %)40-24( تحقیق کاهش  نیتروژن
هـا  از هیدروکربن همچنین گستره جدیدي. باشداندك مقدار می

  ). 18(نیز بوجود آمدند 
هاي هوازي جداسازي شده همچنین غربالگري میکروارگانیسم

گونه  33در یک تحقیق در اندونزي منجر به جمع آوري 
   باکتري و 21در این تحقیق حداقل ). 9(میکروارگانیسم شد 

. هاي فنوتیپ و مولکولی شناسایی شدندمخمر بوسیله روش 4
، بروي باکتریومباکتریایی متعلق به خانواده گوردونیا،  هايگونه
. و بورخولدریا و مایکوباکتریوم بودند دي اتزیا، باکتریوم آورو

ها در محیط مایع سنتزي به همراه نفت خام به عنوان تمام گونه
پس از تلقیح، ترکیب . منبع کربن و انرژي کشت داده شدند
هاي گراویمتري و روش دقیق شیمیایی نفت باقیمانده بوسیله

پارامتر  13در همین تحقیق . گاز کروماتوگرافی بررسی شد
ها تعریف و براي بررسی توانایی تخریب زیستی براي گونه

هاي اشباع ماکزیمم تخریب براي هیدروکربن. محاسبه شد
مشاهده شد در حالیکه ) هاي نرمال و ایزو و ایزوپرنیودهاآلکان(

روماتیک کمتر بوده و وابسته به هاي آتخریب هیدروکربن
در این تحقیق با هدف  ).9(باشد ساختار مولکولی ترکیبات می

آوري نفت سنگین به روش زیستی سه گونه عمل
، باسیلوسهاي متعلق به خانوادهگرم منفی میکروارگانیسم 
پس از تطبیق با محیط کشت حاوي  سراشیاو  بروي باسیلوس

رشد . ي و شناسایی شدندآسفالتین جداسازي، خالص ساز
ها در محیط کشت حاوي آسفالتین به عنوان میکروارگانیسم

ها در تنها منبع کربن و انرژي تاییدي بر قابلیت میکروارگانیسم
همچنین آزمایشات نشان . باشدشکست زیستی آسفالتین می

ها در محیط کشت هوازي نسبت به داد که میکروارگانیسم
توان ن مییااند، بنابربیشتري داشتههوازي رشد محیط کشت بی

خارج محل در بیوراکتور نفت سنگین از روش  آوريملبراي ع
تصویر ژل آگاروز نشان دهنده صحت واکنش . استفاده نمود

PCR هاي شناسایی شده در باشد و قابلیت میکروارگانیسممی
این تحقیق در استفاده از مواد هیدروکربنی در تحقیقات 

  .شده استگذشته تایید 
  

  گیرينتیجه
متعلـق بـه    ي جـدا شـده  هـا میکروارگانیسمکه  نشان داد نتایج

ایـن  . باشـند میسراشیا و  بروي باسیلوس، باسیلوسهاي خانواده
تـوان بـه عنـوان کاتالیسـت زیسـتی در      ها را میمیکروارگانیسم

آوري در آوري و شکست زیستی آسفالتین چه بصورت عملعمل

آوري خارج از محل و در بیراکتور مورد محل و چه بصورت عمل
امید است این روش راه حلـی مناسـب جهـت    . استفاده قرار داد

رفع مشکلات متعـدد صـنعت نفـت کشـور در ارتبـاط بـا نفـت        
  .سنگین و آسفالتین باشد
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