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جداسازی باکتری های تجزیه کننده نشاسته 
موجود در سیال حفاری چاه 32 فتح واقع در 

منطقه نفتی آزادگان جنوبی

تاريخ دريافت: 92/12/14         تاريخ پذيرش: 93/6/15

نوشین چنگیز1، عباس اخوان سپهی*1 و کامبیز تحویلداری 2
1- گروه میکروب شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، ايران

2- دانشکده شیمي، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، ايران 

چكيده

تجزيــه زيســتی نشاســته مــورد اســتفاده در ســیال حفــاری توســط میکــرو ارگانیســم ها، باعــث کاهــش غلظــت ايــن مــاده در ترکیــب 
ــده نشاســته در  ــه کنن ــای عمــده تجزي ــا هــدف شناســايی باکتری ه ــی ســیال می شــود. پژوهــش حاضــر ب و در نتیجــه کاهــش کاراي
ســیال حفــاری، جهــت تعییــن رشــد و فعالیــت ايــن ارگانیســم ها انجــام شــده اســت. بــراي ايــن منظــور باکتری هــای موجــود در ســیال 
برگشــتی از چــاه جداســازی و فعالیــت آمیــلازی آنهــا بــا اســتفاده از تســت هیدرولیــز نشاســته بررســی گرديــد. جدايــه بــا بیشــترين 
ــرار  ــورد شناســايی ق ــا روش SrRNAا16 م ــوان ســويه منتخــب ب ــای C ،37 °C° 45 و C° 55 به عن ــه نشاســته در 3 دم ــی تجزي تواناي
گرفــت و منحنــي رشــد ســويه منتخــب رســم گرديــد. 54 ســويه باکتــری شــامل 26 باســیل گــرم مثبــت، 22 باســیل گــرم منفــی و 
 ،37˚C 6 کوکوســی گــرم مثبــت جداســازی شــدند. 18 جدايــه از 26 باســیل گــرم مثبــت اســپوردار بودنــد. 3 جدايــه در هــر 3 دمــای
C˚45 و C˚55 رشــد و فعالیــت آمیــلازی قابــل توجهــي داشــت. باکتــری بــا توانايــی ايجــاد بیشــترين هالــه آمیــلازی به عنــوان جدايــه 

منتخــب برگزيــده شــد. نتايــج حاصــل از آنالیــز SrRNAا16، شــباهت 99/8% جدايــه منتخــب بــه باســیلوس لیکنــی فرمیــس را نشــان 
ــه جنــس باســیلوس  ــق ب ــژه چــاه، باســیل های گــرم مثبــت اســپوردار متعل ــدگان نشاســته در شــرايط وي ــه کنن ــن تجزي داد. فعال تري
نظیــر باســیلوس لیکنــی فرمیــس جــدا شــده در ايــن تحقیــق می باشــد. شناســايی عوامــل تجزيــه بــه منظــور انتخــاب بیوســايد مناســب 

در جهــت ممانعــت از تجزيــه زيســتی حائــز اهمیــت اســت.

كلمات كليدي: تجزیه زیستی، نشاسته، سیال حفاری

*مسؤول مکاتبات
akhavansepahy@gmail.com        آدرس الکترونیکي

مقدمه

ســیال حفــاری )گل حفــاری( شــامل فــاز مايع پیوســته ای 
ــه  ــکیل دهنده ب ــی تش ــع اصل ــه ماي ــته ب ــه بس ــت ک اس
يکــی از 3 شــکل ســیال بــا پايــه آبــی )WBMs(1، ســیال 

ــنتزی  ــه س ــا پاي ــیال ب ــی )OBMs(2 و س ــه روغن ــا پاي ب
)SBMs(3 وجــود دارد. ترکیــب ســیال بــه میــزان زيــادی 

بــه شــرايط اختصاصــی چــاه ماننــد دمــا و فشــار اعمــاق 
ــتگی دارد. ــر بس ــل ديگ ــی و عوام ــاه، زمین شناس چ

1. Water- Based Muds
2. Oil- Based Muds
3. Synthetic- Based Muds
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ــی نســبت  ــه پلیمــر آل ــا پاي ــی ب ــه آب ــاری پاي ســیال حف
ــی  ــود کاراي ــا وج ــده، ب ــاخته ش ــیال های س ــاير س ــه س ب
ــط،  ــا محی ــتر ب ــازگاری بیش ــر و س ــمیت کمت ــر، س بالات
پلیمرهــای   .]1[ دارد  بالايــی  زيســتی  تجزيه پذيــری 
آلــی بــا وزن مولکولــی بــالا، منبــع اصلــی کربــن و 
انــرژی بــرای میکروارگانیســم ها می باشــند. بــه ايــن 
ــای درون  ــر پیونده ــای اختصاصــی ب ــه آنزيم ه ــب ک ترتی
ــری را  ــر نمــوده و واحدهــای مونوم ــا اث ــی پلیمره مولکول
ــط  ــع Cا، N و P توس ــوان مناب ــه به عن ــازند ک آزاد می س
مصــرف   .]2[ می شــوند  مصــرف  میکروارگانیســم ها 
ــی  ــیال توســط گروه ــی درون س ــات آل ــک ترکیب متابولی
می شــود.  انجــام  قارچ هــا  و  مخمرهــا  باکتری هــا،  از 
پلیمرهايــی ماننــد نشاســته و مشــتقات آن بــرای افزايــش 
ــته  ــود. نشاس ــزوده می ش ــه آن اف ــیال ب ــکوزيته س ويس
)قارچ هــا،  میکروارگانیســم ها  از  بســیاري  توســط 
باکتري هــا( تخمیــر می گــردد ]3[. میکروارگانیســم های 
هــوازی باعــث تجزيــه بیولوژيــک و ســريع ســیال می شــود. 
ــوازی  ــواع ه ــه بســیار آهســته تر از ان ــوازی ک ــه بی ه تجزي
ــه ايجــاد  رخ می دهــد فرآينــد مهمــی اســت کــه منجــر ب

تغییراتــی در پارامترهــای ســیال می شــود ]1[.

ــرای  ــه زيســتی ب ــد تجزي ــه فرآين ــر اســت ک ــه ذک لازم ب
ســمیت زدايی از ضايعــات ســیال حفــاری نیــز مفیــد 
میکروارگانیســم ها  فعالیــت  و  تعــداد   .]2[ می باشــد 
به ترکیــب شــیمیايی ســیال و پارامترهــاي ديگــری از 
قبیــل دمــا، pH و شــرايط آب مخزن بســتگی دارد. با توجه 
ــیون های  ــتر فرمولاس ــری در بیش ــواد پلیم ــود م ــه وج ب
جديــد مــورد اســتفاده در ســاخت ســیال و کمتــر بــودن 
غلظــت نمــک در فرمولاســیون ها از میــزان نمــک اشــباع، 
احتمــال تخمیــر پايــه پلیمــری از جملــه نشاســته افزايش 
می يابــد. از ســوی ديگــر بــه علــت کمبــود آب و مشــکل 
ــیال از آب                                                                                          ــاخت س ــرای س ــع آب ب ــه مناب ــی ب دسترس
dewaterا1 اســتفاده می شــود کــه آلودگــی میکروبــی بالايــی 

داشــته و باعــث تشــديد فرآينــد تخمیــر می گــردد ]4 و 5[. 
ــد  ــا در فرآين ــط باکتری ه ــدی توس ــم تولی ــلاز، آنزي آمی
تجزيــه نشاســته می باشــد. تجزيــه زيســتی نشاســته 
ــه  ــم ها، ب ــط میکروارگانیس ــیال توس ــتفاده در س ــورد اس م

ــا  ــواد جامــد و ي 1. آب حاصــل از ســیال خروجــی از سیســتم، م
ــا  ــر، ي ــانتريفیوژ، فیلت ــه روش س ــده ب ــدا ش ــوب، ج ــاک مرط خ
ــای محیطــی  ــز آب ه ــع و نی ــد و ماي ــای جداســازی جام فرآينده
حاصــل از شست شــو و ســاير کاربری هــا در مجموعــه اســت کــه 
تــا حــدی پالايــش و تصفیــه شــده و مجــددا” در ســاخت ســیال 

ــرد. ــرار می گی ــتفاده ق ــورد اس م
2. Biocide

مــرور زمــان باعــث کاهــش غلظــت مــورد نظــر اين مــاده در 
ترکیــب و در نتیجــه کاهــش کارايــی ســیال می شــود ]3[. 
ممانعــت از تجزيــه عوامل پلیمری، شــامل اســتفاده از عوامل 
بیوســايدی2 مناســب اســت ]2 و 6[ . شناســايی نســبتا دقیق 
ــه  ــد ب ــته می توان ــده نشاس ــم های تجزيه کنن میکروارگانیس
ــه  ــد ]7[. در مطالع ــک کن ــب کم ــايد مناس ــاب بیوس انتخ
Nnubia و Okpokwssili در 1992، 32 ايزولــه جداســازی 

شــد کــه شــامل 6 قــارچ متعلــق بــه جنــس پنی ســیلیوم 
و 26 باکتــری گــرم مثبــت متعلــق بــه جنس هــای 
باســیلوس، اســتافیلوکوکوس، میکروکوکــوس، کورينــه  
باکتريــوم و نوکارديــا بــود. در بررســی میکروبیولــوژی 
 ،Okpokwssili و Nnubia ــاری توســط خرده هــای گل حف
همچنیــن بررســی پتانســیل تجزيــه زيســتی ســیال 
حفــاری توســط ســويه های اســتافیلوکوک خــاک توســط 
Nweke و همــکاران در ســال 2004 ]9[، از تســت های 

بیوشــیمیايی بــرای شناســايی باکتری هــای جداشــده 
اســتفاده شــد کــه مشــابه بــا روش هــای شناســايی مــورد 
اســتفاده در پژوهــش حاضــر می باشــد بــا ايــن تفــاوت کــه 
در ايــن پژوهــش ســويه منتخــب بــا روش آنالیــز ســکانس 
ــت.  ــرار گرف ــر ق ــورد شناســايی دقیق ت ــز م SrRNAا16 نی

پژوهــش حاضــر بــا هــدف شناســايی باکتری هــای عمــده 
ــور  ــه منظ ــاری ب ــیال حف ــته در س ــده نشاس تجزيه کنن
کنتــرل رشــد و فعالیــت ايــن ارگانیســم ها، انتخــاب 
مناســب ترين بیوســايد و درنهايــت افزايــش عمــر مفیــد و 
زمــان مانــدگاری نشاســته در سیســتم انجــام شــده اســت. 
ــده از  ــه ش ــای ايزول ــی باکتری ه ــش تواناي ــن پژوه در اي
ــه نشاســته در آزمايشــگاه مــورد  ســیال حفــاری در تجزي

بررســی قــرار گرفتــه اســت.

مواد و روش ها
جداسازی و شناسایی اوليه باكتری های تجزیه كننده نشاسته

در اين تحقیق نمونه گیری از سیال برگشتی چاه 32 فتح



www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

61جداسازی باکتری های تجزیه کننده ...

1. Mineral Salt Medium: MSM
2. Bushnel Hoss Agar: BHA
3. Starch Agar
4. Sequencing
5. Brain Heart Infusion Agar: BHI Agar

واقــع در منطقــه نفتــی آزادگان جنوبــی انجــام شــد. بــرای 
ــای  ــه در دم ــه ای در دار ک ــروف شیش ــری از ظ نمونه گی
ــتفاده  ــود، اس ــده ب ــوکلاو ش ــار psi 151 ات C˚121 و فش

گرديــد ]10[. نمونــه در کمتريــن زمــان ممکــن در 
شــرايط اســتريل و دمــای C˚4 بــه آزمايشــگاه منتقل شــد 
]8[. ســپس بــا اســتفاده از روش ســريال رقــت، رقت هــای 
و  تهیــه  اســتريل  نمونه هــا در آب مقطــر  از  متوالــی 
میــزان ml 1 از هــر يــک از سوسپانســیون های حاصــل در 
پلیت هــای اســتريل ريختــه شــد. نمونــه بــر روی 2 محیط 
 10 gr/lit کشــت متفــاوت مینــرال ســالت مديــوم1 )شــامل
 0/83 gr/lit ا،KCl 0/29 gr/lit ا،MgSO4 0/42 gr/litا،NaCl

KH2PO4،ا Na2HPO4 1/ 1 gr/lit،ا NaNO3 0/42 gr/lit و 

1/5 % وزنــی- حجمــی آگار در يــک لیتــر( و بوشــنل 
هــاس آگار2 )شــامل KH2PO4 1 gr/litا،ا K2HPO4 1 gr/lit،ا

                                                                                ،FeCl3 0/05 gr/lit7،اH2O 0/2 gr/lit ا،NH4NO3 1 gr/lit

ــی آگار  ــی- حجم ا CaCl2.2H2O 0/02 gr/lit و 1/5 % وزن
ــیب زمینی  ــته س ــن نشاس ــع کرب ــا منب ــر( ب ــک لیت در ي
بــه میــزان 4% وزنــی مطابــق بــا مقــدار نشاســته موجــود 
 45˚C در ســیال، اتــوکلاو شــده و بــا دمــای حــدود
ــاه( در  ــیال در چ ــا pH س ــق ب ــادل 9/5 )مطاب و pH مع
شــرايط اســتريل پورپلیــت شــد ]9، 11 و 12[. بــه 
و  مزوفیــل  باکتری هــای  و جداســازی  رشــد  منظــور 
 ،MSM و BHA ترموفیــل از هــر رقــت در هــر دو محیــط
دو پلیــت در 2 دمــای C˚37 و C˚ 45، تحــت شــرايط 
ــد.  ــذاری گردي ــاعت گرماگ ــدت 48-24 س ــه م ــوازی ب ه
باکتری هــای موجــود در نمونــه طــی کشــت های متوالــی 
4 منطقــه ای از کلنی هــای باکتريايــی رشــديافته روی 
محیط هــای MSM و BHA، خالص ســازی شــدند. بــه 
ــلاوه  ــده ع ــای جداش ــه باکتری ه ــايی اولی ــور شناس منظ
ــرم و  ــزی گ ــامل رنگ آمی ــکوپی ش ــاهده میکروس ــر مش ب
رنگ آمیــزی اســپور، تســت های پتــاس )بــرای تأيیــد 
ــالاز و اکســیداز نیــز انجــام شــد. رنگ آمیــزی گــرم(، کات

بررسی فعاليت آميلازی باكتری های جداسازی شده

تجزيه کننــده  باکتری هــای  تشــخیص  منظــور  بــه 
نشاســته، تســت هیدرولیــز نشاســته انجــام شــد. در ايــن 
روش هــر يــک از باکتری هــای جداشــده در 3 دمــای 37، 

ــامل  ــتارچ آگار3 ، ش ــت اس ــط کش 45 و C° 55 در محی
  pH 9/5 ــا ــته، ب ــی نشاس ــزودن 20% وزن ــا اف ــت ب نوترين
ــان  ــا و زم ــا در دم ــد. پلیت ه ــه گردي ــی تهی ــت خط کش
ــی  ــور بررس ــه منظ ــپس ب ــد. س ــذاری ش ــب گرماگ مناس
ــه عنــوان معــرف  ــوگل ب ــول ل هیدرولیــز نشاســته از محل
ــرار در  ــار تک ــش 3 ب ــر آزماي ــرای ه ــد. ب ــتفاده گردي اس
نظــر گرفتــه شــد. در نهايــت قطــر هاله هــای آمیــلازی در 
ــرای  ــز میانگیــن قطــر هاله هــا ب اطــراف خــط رشــد و نی
ــه  ــده و مقايس ــری ش ــا اندازه گی ــر دم ــری در ه ــر باکت ه
گرديــد. در ادامــه از میــان باکتری هــای تجزيه کننــده 
نشاســته در هــر 3 دمــا ، باکتــری بــا قطــر هالــه آمیــلازی 
ــده شــد. ســويه  ــوان ســويه منتخــب برگزي بیشــتر، به عن
ــا اســتفاده از تســت های بیوشــیمیايی بیشــتر  منتخــب ب
ــد  ــر قن شــامل تســت ســیمون ســیترات، حرکــت، تخمی
 NaCl %6/5 ــز لیســتین، رشــد در ــوز، VP، هیدرولی آرابین
و فعالیــت دزوکســی ريبونوکلئــازی مــورد شناســايی 

ــت. ــرار گرف ــر ق دقیق ت
شناسایی مولكولی سویه منتخب )تعيين ترادف ژنی(4

جهــت تأيیــد نهايــی شناســايی جدايــه بــا فعالیــت 
ــب، از روش  ــويه منتخ ــان 3 س ــتر در می ــلازی بیش آمی
ــن منظــور  ــرای اي ــی SrRNAا16 اســتفاده شــد. ب مولکول
ابتــدا باکتــری روی محیــط بريــن هــارت اينفیــوژن 
ــاعت  ــدت 24 س ــه م ــد و ب ــی داده ش ــت چمن آگار5 کش

گرماگــذاری گرديــد. 

ــرکت  ــتخراج DNA )ش ــت اس ــتفاده از کی ــا اس ــپس ب س
ــی  ــتخراج DNA ژنوم ــه اس ــبت ب ــران( نس ــیناژن، اي س
اقــدام شــد. پــس از آن بــا اســتفاده از آغازگرهــای                
 1492R: 27 وF: 5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3

تکثیــر  عمــل   ،5- GGTTACCTTGTTACGACTT_3

16S rRNA ژنــوم باکتــری صــورت گرفــت. واکنــش 

ــر،ا                                                                                       ــامل: μlit ا2/5 باف ــی μlitا25 ش ــم نهاي ــا حج PCR ب

μmolا3/5ا از MgCl2، اμmolا200 از اdNTPs، ا1/25 واحــد  

از آنزيــم از Taq DNA Polymeraseا، μmolا0/4 از هــر
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آغازگــر، μlitا1 از نمونــه DNA و μlitا1 آب مقطــر دی 
ــا شــرايط دمايــی  يونیــزه انجــام گرديــد. واکنــش PCR ب
ــدت  ــه م ــای C°ا 95 ب ــی در دم ــدن ابتداي ــت ش واسرش
ــت در  ــامل واسرش ــه ش ــه 30 چرخ ــه و در ادام 5 دقیق
ــای  ــال در دم ــه، اتص ــدت 0/5 دقیق ــه م ــایC°ا 95 ب دم
ــای  ــدن در دم ــل ش ــه، طوي ــدت 30 ثانی ــه م C°ا 56 ب

ــی در  ــدن نهاي ــل ش ــه و طوي ــدت 90 ثانی ــه م C°ا 72 ب

دمــای C°ا 72 بــه مــدت 10 دقیقــه انجــام شــد. محصــول 
PCR بــا اســتفاده از الکتروفــورز در ژل آگارز 0/8% بررســی 

ــی ژن  ــزار Blast توال ــا اســتفاده از نرم اف ــد. ســپس ب گردي
SrRNAا16 جدايــه مــورد بررســی بــا توالــی نوکلئوتیــدی 

موجــود در بانــک اطلاعــات ژنــی جهــت تأيیــد شناســايی 
باکتــری بــا اســتفاده از آنالیــز توالــی DNA، تطبیــق داده 

شــد ]13[.
رسم منحنی رشد سویه منتخب

بــرای رســم منحنــی رشــد ابتــدا سوســپانیونی بــا کــدورت 
ــری  ــاعته باکت ــت 24 س ــد از کش ــادل 0/5 مک فارلن مع
بــر روی محیــط BHI Agar تهیــه شــد. سوسپانســیون بــا 
ــا  ــراث1 ب ــون ب ــر هینت ــط مول ــه محی ــح 1% ب حجــم تلقی
pH 9/5 اضافــه شــد. ســپس در فواصــل زمانــی 2 ســاعته، 
بــه مــدت 96 ســاعت، جــذب نــوری OD 2 محیــط کشــت 
ــری  ــوج nm 600 اندازه گی ــول م ــری در ط ــاوی باکت ح

شــد و منحنــی مربوطــه رســم گرديــد.

نتایج و بحث
تجزیه كننــده  باكتری هــای  شناســایی  و  جداســازی 

ــته  نشاس

در نتايــج حاصــل از پورپلیــت نمونــه ســیال، اکثــر 
ــا  ــرم و ي ــفید، ک ــگ س ــه رن ــه ب ــد يافت ــای رش کلنی ه
بی رنــگ بودنــد. همچنیــن کلنی هايــی بــه رنگ هــای 
کوکــوس  ســويه های  میــان  در  نیــز  نارنجــی  و  زرد 
مشــاهده شــد. در نهايــت، 54 ســويه باکتــری جداســازی 
ــاهده لام  ــرم و مش ــزی گ ــاس رنگ آمی ــه براس ــد ک گردي
میکروســکوپی؛ 26 باســیل  گــرم مثبــت، 22 باســیل 
گــرم منفــی و 6کوکوســی گــرم مثبــت جداســازی شــد. 
ــرم  ــیل گ ــه از 26 باس ــپور، 18 جداي ــزی اس در رنگ آمی

ــود. ــپوردار ب ــت، اس مثب
اســپور،  رنگ آمیــزی  گــرم،  رنگ آمیــزی  انجــام  بــا 
تســت های پتــاس، کاتــالاز و اکســیداز بــرای تمــام 
ســويه های جداســازی شــده، جنــس بســیاری از ســويه ها 

به ترتیــب زيــر تعییــن گرديــد: 
- کوکســی های گــرم مثبــت جداشــده متعلــق بــه جنــس 

میکروکوکــوس و بعضــاً اســتافیلوکوکوس می باشــد.
- باســیل های گــرم مثبــت جداسازی شــده اســپوردار 
ــه جنــس  ــق ب ــه شــرايط هــوازی رشــد متعل ــا توجــه ب ب

باســیلوس می باشــد.
ــای  ــان نمونه ه ــب در می ــای غال ــیلوس ها باکتری ه - باس

جداســازی شــده، می باشــد.
- هیــچ ســويه ای از خانــواده انتروباکترياســه درمیــان 
ــت نشــد. ــرم منفــی جداســازی شــده، ياف باســیل های گ

نتايــج بررســی فعالیــت آمیــلازی باکتری هــای جداســازی 
شــده از ســیال برگشــتی از چــاه نشــان داد کــه از میــان 
54 باکتــری جــدا شــده، 3 باکتــری در هــر 3 دمــای 37، 
ــی رشــد و فعالیــت آمیــلازی داشــتند.  45 و C˚55 تواناي
ــری و  ــا اندازه گی ــش و ب ــر آزماي ــرار ه ــار تک ــس از 3 ب پ
مقايســه قطــر هاله هــای آمیــلازی در اطــراف خــط رشــد، 
ــا  ــه آمیــلازی بیشــتر در هــر 3 دم ــا قطــر هال ــری ب باکت
ــای  ــد. قطرهاله ه ــده ش ــب، برگزي ــويه منتخ ــوان س به عن
آمیــلازی مربــوط بــه 3 باکتــری بــا توانايــی رشــد و تولیــد 
ــده  ــان داده ش ــدول 1 نش ــا در ج ــر 3 دم ــلاز در ه آمی

اســت.

براســاس خصوصیــات مورفولوژيــک و بــا اســتفاده از 
 ،]14[  Bergy باکتری شناســی  اســتاندارد  آزمون هــای 
هــر 3 از جنــس باســیلوس تشــخیص داده شــدند. در 
ــت  ــته مثب ــز نشاس ــا هیدرولی ــت ب ــکل های 1 و 2 پلی ش
ــی  ــودار فراوان ــکل 3 نم ــود. ش ــاهده می ش ــی مش و منف
نســبی باکتری هــای هیدرولیزکننــده نشاســته نســبت بــه 
کل باکتری هــای جداســازی شــده در دماهــای 37، 45 و 

C˚55 را نشــان می دهــد.

1. M-H Broth:Mueller Hinton Broth
2. Optical Density
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55˚C جدول 1- قطر هاله های آمیلازی مربوط به 3 باکتری با توانايی رشد و تولید آمیلاز در هر 3 دمای 37، 45 و

سومدوماولمرتبه آزمايش

)˚C( 374555374555374555دمای آزمايش

)mm(1اB 232019201918222020قطر هاله آمیلازی باکتری

)mm(7اB 282627272627292524قطر هاله آمیلازی باکتری

)mm(16اB 222317222218202317قطر هاله آمیلازی باکتری

نتايــج حاصــل از آنالیــز S rRNAا16 بــا اســتفاده از نرم افزار 
ــیلوس  ــه  باس ــب ب ــه منتخ ــباهت 99/8% جداي Blast، ش

لیکنــی فرمیــس را تايیــد می نمايــد. در جــدول 2 میــزان 
تشــابه ســويه منتخــب بــا نزديک تريــن گونــه ثبــت شــده 
ــت.  ــده اس ــان داده ش ــی Eztaxon نش ــگاه اطلاعات در پاي
ســويه  Sr RNAا16  نوکلئوتیــدی  توالــی   4 در شــکل 
ــای  ــزء متابولیت ه ــلاز ج ــم آمی ــود. آنزي ــاهده می ش مش
اولیــه باکتــری اســت کــه در فــاز لگاريتمــی رشــد تولیــد 
ــب  ــويه منتخ ــد س ــی رش ــکل 5 منحن ــود. در ش می ش
اســت. همان گونــه کــه مشــاهده  نشــان داده شــده 
ــی حــدود 48-8 ســاعت  ــازه زمان می شــود، باکتــری در ب

ــرار دارد. ــاز لگاريتمــی رشــد، ق ــح در ف ــس از تلقی پ

در مطالعــات مشــابه ايزوله هــای ترموفیــل بیشــتری 
ــن  ــت اي ــالا" عل ــه احتم ــد ک ــه قرارگرفته ان ــورد مطالع م
امــر آن اســت کــه اغلــب مخــازن نفتــی در عمــق هســتند.

ــا دارای  ــن ترموفیل ه ــا بالاســت و همچنی ــه دم ــی ک جاي
آنزيم هــای مقــاوم بــه گرمــا هســتند کــه در فرآيندهــای 
صنعتــی بســیار مــورد توجــه  می باشــد. از مطالعــات 
ــه Ezzat و همــکاران اشــاره کــرد کــه  ــوان ب مشــابه می ت
آلودگــی باکتريايــی را عامــل خوردگــی میکروبــی لوله هــا 
و تورهــای غربــال چــاه، جمــع شــدن بیومــس در چاه هــای 

تزريــق و تولیــد ســولفید هیــدروژن در عمــق کــه منجــر 
بــه ترش شــدگی مخــازن می شــود، تشــخیص دادنــد 
ــته  ــتی نشاس ــه زيس ــی تجزي ــن در بررس ]15[. همچنی
توســط Watcharakul و همــکاران، 12 نمونــه ســیال 
حفــاری بــا پايــه نشاســته بررســی گرديــد و باکتری هــای 
ــد. 3  ــدا ش ــه ج ــر 12 نمون ــته از ه ــده نشاس تخمیرکنن
نمونــه حــاوی باســیل های اســپوردار بــود کــه بــه           

Bacillus subtilis  شــباهت داشــت]14[ . 

ــی  ــر باکترياي ــی و تخمی ــز آلودگ ــر نی ــش حاض در پژوه
به عنــوان عامــل کاهــش غلظــت نشاســته در ســیال 
شــناخته شــد کــه از میــان باکتری هــای جداســازی شــده، 
ــت  ــرم مثب ــیل های گ ــین، باس ــی های پیش ــابه بررس مش
اســپوردار نســبت بــه ســايرين فعالیــت آمیــلازی بیشــتری 
داشــتند. شــناخت عوامــل تجزيــه می توانــد جهــت 
ــم ها و  ــن ارگانیس ــت اي ــد و فعالی ــرل رش ــی کنت چگونگ
نیــز انتخــاب بیوســايد مناســب بــرای ممانعــت از تجزيــه 
زيســتی ســودمند باشــد. در حــال حاضــر از بیوســايدهايی 
نظیــر آلدئیدهــا و ترکیبــات چهارتايــی آمونیــوم بــا 
دوز مصرفــی ppm( %0/1 1000( بــرای کنتــرل رشــد 

میکروارگانیســم ها در ســیال اســتفاده می شــود.

شکل 2– پلیت هیدرولیز نشاسته منفیشکل 1- پلیت هیدرولیز نشاسته مثبت
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Eztaxon جدول 2- میزان تشابه سويه منتخب با نزديک ترين گونه ثبت شده در پايگاه اطلاعاتی

درصد شباهت )%(شماره دست يابی نزديک ترين سويهنزديک ترين سويهنام سويه

Bacillus licheniformis ATCC 9945aJN04215999/8سويه منتخب

55˚C شکل 3- فراوانی نسبی باکتری های هیدرولیزکننده نشاسته نسبت به کل باکتری های جداسازی شده در دماهای 37، 45 و
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 نتيجه گيری

ــری شــامل 26 باســیل  ــن پژوهــش 54 ســويه باکت در اي
گــرم مثبــت، 22 باســیل گــرم منفــی و 6 کوکســی گــرم 
مثبــت جداســازی شــدند. 18 جدايــه از 26 باســیل گــرم 
ــای 37  ــر 3 دم ــه در ه ــد. 3 جداي ــت اســپوردار بودن مثب
ــت.  ــلازی داش ــت آمی ــد و فعالی ــت رش و C ،45˚55 قابلی
ــه آمیــلازی در  ــا ايجــاد بیشــترين هال ــه منتخــب ب جداي
ــه  ــت ک ــرار گرف ــز 16SrRNA ق ــورد آنالی ــا م ــر 3 دم ه
ــباهت  ــزار Blast، ش ــتفاده از نرم اف ــا اس ــل ب ــج حاص نتاي
99/8% جدايــه منتخــب بــه باســیلوس لیکنــی فرمیــس را 
ــن تحقیــق نشــان می دهــد کــه باکتری هــا  نشــان داد. اي
بــا وجــود دمــا، pH و حتــی نمــک بــالا در ترکیــب ســیال، 
باعــث تجزيــه زيســتی نشاســته و کاهــش غلظــت آن در 

ــته  ــدگان نشاس ــن تجزيه کنن ــوند. فعال تري ــیال می ش س
در ايــن شــرايط ويــژه، باســیل های گــرم مثبــت اســپوردار 
ــی  ــیلوس لیکن ــر باس ــیلوس نظی ــس باس ــه جن ــق ب متعل
فرمیــس جــدا شــده در ايــن تحقیــق می باشــد. شناســايی 
عوامــل تجزيــه بــه منظــور انتخــاب بیوســايد مناســب بــه 
منظــور ممانعــت از تجزيــه زيســتی حائــز اهمیــت اســت.
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