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 چکيده
سابقه و هدف : پارافينها هيدروکربنهاي اشباع شده با وزن مولکولي بالا مي باشند که در مخازن، تحت شرایط دما و فشار بالا، 
درتعادل باقي مي مانند. اما هنگاميکه نفت خام در زمان استخراج به سطح زمين آورده شود، حرارت و فشارکاهش مي یابد. زیرنقطه 
ابري شدن ، هيدروکربن هاي پارافينی به صورت جامد در آمده و رسوباتي را روي سيستمهاي توليد نفت ایجاد مي کنند. مشکلات ایجاد 
شده توسط پارافينها، معمولا"از طریق عمليات سيال حرارتي، پيگ رانی، یا استفاده از حلالها و مواد شيميائي کاهش داده مي شود. با 
وجود استفاده از این تکنيکها، شرکتها همچنان با مشکلاتي مواجه هستند. بعلاوه این عمليات هزینه بالائي را به همراه دارد. استفاده از 
روشهاي ميکروبي جهت ممانعت از رسوب پارافين، از نظر اقتصادي مقرون به صرفه و کم خطر مي باشد. هدف از این تحقيق، جداسازي 

یک باکتري با توانایي تجزیه موثر تتراکوزان به عنوان یک آلکان بلند زنجيره بود . 
مواد و روش ها : نمونه هاي خاک آلوده به نفت خام از اطراف پالایشگاه نفت تهران جمع آوري شد. جهت غني سازي، g1 از        
نمونه هاي خاک به ml40 محيط نمکي حداقل که حاوي تتراکوزان به عنوان تنها منبع کربن و انرژی بود، تلقيح شدند. بوسيله غني 
سازي چند مرحله اي و تکنيک غربالگري، درنهایت یک باکتري به عنوان جدایه برتر انتخاب شد و براساس ویژگيهاي مورفولوژیکي، تست 

هاي بيوشيميایي و روش هاي فيلوژنتيکي به عنوان جنس مایکوباکتریوم شناسایي گردید.
 pH يافته ها : این سویه قادر به استفاده از تتراکوزان به عنوان تنها منبع کربن بود. نتایج نشان داد که سویه انتخابی به خوبی در
محدوده 4 تا 9 و درجه حرارت 30 تا 40 درجه سلسيوس رشد کرد. بهينه رشد آن دماي 35 درجه سلسيوس بود و رشد قابل قبولی را 

در غلظت 5% نمک نشان داد. همچنين قادر به تجزیه 80% تتراکوزان در مدت 24 روز بود.
نتيجه گيری : با توجه به ميزان تجزیه تتراکوزان توسط این باکتری تحت شرایط محيطی ذکرشده ، کاربرد آن در جلوگيری از 
رسوب پارافين  می تواند مقرون به صرفه باشد. تایيد توانایي این سویه درکاهش رسوب این ترکيبات در چاههاي نفت، نيازمند تحقيقات 

بيشتر در مدل فيزیکي مي باشد .
کلمات کليدی : تتراکوزان ، آلکان بلند زنجيره ، جنس مایکوباکتریوم 
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مقدمه
و عدم رعایت قوانين  های اخير مقادیر  رشد روز افزون فعاليت هاي صنعتي  زیست محيطي سبب شده است تا در دهه 

آلاینده هاي هيدروکربني به واسطه عواملي نظير  هنگفتي از 
پخش آلاینده توسط پالایشگاهها، نشت آلاینده از مخازن نفتي 
زیرزميني و ایستگاه هاي سوخت گيري، تانکرها ، نفتکش ها و 
بخشي از این آلاینده ها، توسط غيره وارد محيط زیست شود. 
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ميکروارگانيسم هاي موجود در آب و خاک و یا تحت تأثير عوامل 
فيزیکي و بيولوژیکي تجزیه و حذف مي شود. اما بخش عمدۀ آنها 
در محيط زیست تجمع یافته و تهدیدي جدي براي سلامت انسان 
و موجودات زنده بشمار مي رود )10( . هيدروکربن های نفتی 
در خاک نفوذ کرده و منجر به کاهش قابل توجه کيفيت خاک 
شده و آن را برای استفاده نامناسب می نماید و در صورت عدم 
پاکسازی ، سبب آلودگی آبهای زیرزمينی نيز می گردد. پاکسازی 
سایت های آلوده نفتی با دو روش فيزیکوشيميایی و بيولوژیکی 
امکانپذیر است. اما با توجه به پيامدهای منفی استفاده از روش 
های  از گزینه  برداری  بهره  حاضر  در حال  فيزیکوشيميایی، 
بيولوژیکي بيشتر مورد توجه است )9(. چرا که ميکروارگانيسمها 
به  را  ها  هيدروکربن  که  هستند  آنزیمي  سيستمهاي  حاوي 
نمایند )3(  و تجزیه مي  برده  بکار  انرژي  و  منابع کربن  عنوان 
زیستی  پاکسازی  مـوفـقيت  در  محيطي  عوامل  تاثير  بررسي   .
آلاینده های نفتی، وابسته به توانایی ایجاد و حفظ شرایطی است 
که در نهایت افزایش ميزان تجزیه زیستی در محيطهای آلوده 
شده را به همراه داشته بـاشد )14( . از تـلاشهای انجام شده و 
موفقيت آميز در زمينه پاکسازی زیستی می توان به پاکسازی 
 . )6( کرد  اشاره   Exxon valdez بزرگ  نفتکش  در  نفت  نشت 
آلاینده  حذف بيولوژیکی  متعددی روش  کننده  محدود  عوامل 
ها توسط ميکروارگانيسم ها را تحت تأثير قرار مي دهد و کارآیي 
این روش را قدري محدود مي سازد. برخي از این عوامل محدود 
 ، ، دسترسي به مواد آلاینده  : غلظت آلاینده  از  کننده عبارتند 
  pH: شرایط مناسب براي بـقاء و رشـد ميکروارگانيسم از جمله 
مواد  مناسب، دماي مناسب، رطوبت مناسب، اکسيژن کافي، 
غذایي مناسب و عـدم وجود مـواد سمي وکشنده ميکروارگانيسم 
ها، که بدليل حائز اهميت بودن آنها مطالعات متعددی نيز در 
. ليکن پژوهش کامل در  انجام شده است )8 ،12(  این زمينه 
مورد سویه هاي باکتریهاي نفت خوار بومي هر منطقه از اهميت 

بسزایي برخوردار است )1( . 
با وجود محدودیتها ، روش هاي بيولوژیکي حـذف آلایـنده ها به 
عـلت توانـایي حـذف کامـل  آلاینده ها و تبدیلشان به ترکيبات 
معدني بي ضرر و سازگار با مـحيط زیست، مانند دی اکسيدکربن 
و آب و همچنين هزینه هاي کمتر ، بسيار مورد توجه مي باشند 
)4( . آلکانها یا پارافين ها از انواع هيدروکربنهاي خطي اشباع 

شده هستند که بسته به منشاء نفت تا 50%  نفت خام را  شامل  
مي شوند ، اما مي توانند بوسيله بسياري از ارگانيسمهاي زنده 
مانند گياهان، جلبک هاي سبز، باکتري ها یا حيوانات نيز توليد 
شوند . آلکانها مولکولهای غيرقطبی هستند که  از لحاظ شيميایي 
واکنش پذیری کمی دارند ، ولي بيشتر آنها مي توانند بوسيله 
ميکروارگانيسمها بطور موثري تجزیه شوند )13( . آلکانها علاوه 
بر اینکه از عوامل مهم آلودگي خاکها پس از نشت هاي نفتي مي 
باشند، معضلاتي را نيز در صنعت نفت ایجاد مي کنند. رسوب 
انتقال  لوله هاي  بالا، در دیواره داخلي  با وزن مولکولي  آلکانها 
نفت منجر به کاهش ميزان جریان یا حتي انسداد کلي لوله ها 
مي شود که سبب خسارت در بخش توليد و     سرمایه گذاري 
با  ميکروارگانيسمهایي  . جداسازي  نفت خواهد شد  در صنعت 
توانایي تجزیه آلکانهاي بلند زنجيره،  روشي بهتر و ارزان تر براي 
پاکسازي محيط زیست از    آلاینده ها و حل معضلات مربوط به 

بخش توليد در صنعت نفت بشمار می رود .                      
مواد و روش ها 

غني سازي و خالص سازي : از خاکهاي آلوده به مواد نفتي 
سال  اردیبهشت  در  تهران،  نفت  پالایشگاه   4 و   3 استخرهاي 
1389 نمونه گيري صورت گرفت . نمونه هاي خاک در محيط 
نمکهاي معدني غني سازي شدند . این محيط شامل ترکيبات 
 0/075 ،  KH2PO4 0/4گرم ،  Na2HPO4 1/8گرم  : زیر بود 
گرمMgSO4  ، 0/04 گرم KCl  ، 0/02 گرم CaCl2 ،5 /0 گرم

 NH4NO3 و 0/5 گرم NaCl. در پایان pH محيط نيز روي 6/8 

تنظيم گردید. پس از اتوکلاو ، 0/04 ميلي ليتر محلول استریل 

 CuSO4.5H2O  عناصر کم نياز شامل : 0.5 ميلی گرم بر ليتر
ليتر بر  ،  0.1 ميلی گرم   ZnSO4.7H2O ليتر  بر  ، 7ميلی گرم 

AlK(SO4)2.12H2O ، 1 ميلی گرم بر ليتر4H3BO ، 24 ميلی 

 MnSO4.5H2O 7ميلی گرم بر ليتر  ، NiCl2.6H2O گرم بر ليتر
بر  گرم  ميلی   1  ،  Na2MoO4.2H2O ليتر  بر  گرم  ميلی   0.1  ،
و   CoSO4.5H2O ليتر  ، 18ميلی گرم بر   FeSO4.7H2O ليتر 
با  هگزان   -n در  شده  حل   )C24( تتراکوزان  ميکروليتر   200
به محيط کشت  تنها منبع کربن  به عنوان   ،0/g/ml06 غلظت
 ppm  پایه معدني اضافه شد و در نهایت غلظت تتراکوزان روی
300 تنظيم شد . سپس یک گرم از نمونه خاک به محيط اضافه 
گردید و انکوباسيون به مدت 14 روز در شرایط دمایي C° 30 و 

1392، جداسازي... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 
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سرعت چرخش 80 دور در دقيقه انجام گرفت . پس از 14 روز 
این   . پاساژ داده شدند  ، مجددا" در محيط جدید  انکوباسيون 
روند تا 4 مرحله تکرار شد و از آخرین محيط کشت پایه معدني 
، روي محيط نوترینت آگار کشت ایزوله خطي انجام شد . پليت 
در   . داده شدند  قرار   30  °C انکوباتور  در  روز   7 مدت   به  ها 
پایان از هر تک کلني متفاوت ، یک کشت ایزوله خطي بر روي 
نوترینت آگار و بصورت جداگانه تهيه شد . به این ترتيب از هر 
تک کلني متفاوت، یک پليت خالص بدست آمد . در نهایت براي 
تجزیه  شده جهت  جداسازي  ميکروارگانيسمهاي  توانایي  تایيد 
تتراکوزان، مجددا"هر یک از این ميکروارگانيسمها  به  محيط 
کشت پایه معدني با غظت ppm300 تتراکوزان اضافه شدند و 
پس از تلقيح عناصر کم نياز، مانند قبل انکوباسيون انجام شد و 
بعد از 14 روز، جذب نوري  هریک از این محيط ها در طول موج  
600 نانومتر اندازه گيري شد . در نهایت جدایه اي که بالاترین 

ميزان رشد را نشان داد ، به عنوان جدایه برتر انتخاب شد . 
تتراکوزان  تحمل  توانایي  بررسي  جهت   : برتر  ارزيابي جدايه 
با غلظتهاي100،  پایه معدني  این جدایه، محيط کشت  توسط 
300 ، 500 ،1000 و ppm5000 تتراکوزان تهيه شد و پس از 
انکوباسيون به مدت 14روز ، طبق شرایط قبل   ، تلقيح جدایه 
انجام گرفت و جذب نوري در 600 نانومتر خوانده شد. براي رسم 
منحني رشد جدایه برتر نيز، هر 24 ساعت از روز صفر تا روز 14، 
 ppm300 ميزان جذب نوري محيط کشت پایه معدني با غلظت
تتراکوزان در طول موج 600 نانومتر ثبت گردید. علاوه بر این 
توانایي رشد جدایه برتر در حضور  غلظت هاي 5 تا 15 درصد 
بدین  گرفت.  قرار  بررسي  مورد   9 تا   4  pH محدوده و   NaCl

منظور از محيط L.B  رقيق شده به نسبت 1 به 5 استفاده شد 
و بعد از 14 روز انکوباسيون، در دماي C° 30 و سرعت چرخش 
 600 موج  طول  در  ها  نمونه  نوري  جذب  دقيقه،  در  دور   80
نانومترخوانده شد . همچنين توانایي رشد این جدایه در محيط 
L.B با دماهاي 30 تا 40 درجه سلسيوس نيز مورد بررسي قرار 

گرفت. جهت بررسي توانایي تجزیه سایر آلکانهاي بلند زنجيره 
 ppm با غلظت توسط این جدایه، از محيط کشت پایه معدني 
تتراکوزان  جاي  به  کربن،   40 و   34  ، هاي30  آلکان  از   300
30 و   °C ، در دماي  انکوباسيون به مدت 14روز  استفاده شد. 
سرعت چرخش 80 دور در دقيقه انجام گرفت و جذب نوري در 

600 نانومتر خوانده شد. در نهایت رشد جدایه در حضور گلوکز 
نيز مورد بررسي قرار گرفت. بدین منظور از محيط کشت پایه 
معدني با غلظت ppm300 تتراکوزان استفاده شد و بعد از 14 
روز انکوباسيون ، جذب نوري در 600 نانومترخوانده شد. ميزان 
گلوکز استفاده شده 1 گرم در 1000 ميلي ليتر محيط کشت 

پایه معدني بود .
منحني  رسم  جهت   : تتراکوزان  مانده  باقي  غلظت  تعيين 
گازي،  کروماتوگرافي  بوسيله  تتراکوزان  مانده  باقي  غلظت 
 ppm300 غلظت با  معدني  پایه  محيط کشت  حاوي  ارلن  از6 
از  به هر یک  نظر  باکتري مورد  استفاده شد. سپس  تتراکوزان 
ولي  ذکرشده  شرایط  طبق  نيز  ارلن  یک  شد.  تلقيح  ها  نمونه 
بدون باکتري ، به عنوان نمونه شاهد تهيه گردید. مدت 24 روز 
و در فواصل زماني 4 روزه، یکي از نمونه ها جهت بررسي ميزان 
تتراکوزان باقي مانده در محيط، بررسي گردید و پس از خالص 
سازي، تست کروماتوگرافي گازي برروي آن انجام شد . خالص 
سازي : به 20 ميلي ليتر از محيط کشت پایه معدني  با غلظت

ppm 300 تتراکوزان ، 20 ميلي ليتر هگزان خطي اضافه گردید 
و داخل دکانتور ریخته شد تا فازهاي آلي و آبي از هم جدا شوند. 
بر روي فاز آبي مجددا"20 ميلي ليتر هگزان خطي ریخته شد و 
مراحل بالا تا 3 بار تکرار گردید. سپس فازهاي آلي بدست آمده 
از 3 مرحله قبل توسط سولفات سدیم بدون آب آبگيري شد. 
درنهایت محلول سرریز و از سولفات سدیم جدا گردید و تست 

کروماتوگرافي گازي روي محصول نهایي انجام گرفت. 
  کروماتوگرافي گازي )GC( : بـخشي از هيدروکربن هـاي

استخراج شده به ستون مویي CPC sil8/CB )طول m 25( در 
دستگاه مربوطه تزریق شدند. درجه حرارت GC از C° 56 شروع 
شد و به C°  100رسيد ) با افزایش C° 3 در دقيقه ( . سپس 
درجه حرارت به C250° افزایش یافت ) با افزایش   C° 15 در 

دقيقه( و 7 دقيقه در این دما نگه داشته شد )7( .
 16S ژن  توالي  جدايه بوسيله  شناسايي فيلوژنيک 
اساس  بر  برتر  جدایه  مقدماتي  شناسایي  از  پس    :  rRNA

بر اساس  بيوشيميایي، شناسایي آن  و  ویژگيهاي مورفولوژیکي 
بدین  گرفت،  انجام   16S rRNA کدکننده  ژن  توالي  تعيين 
  16S مـنظور ژنوم جـدایه اسـتـخراج گـردید و سپس ناحـيه
rRNA ژنومي آن با استفاده از PCR تکثير گردید. پس از خالص 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پوپک عزيزي نيکو و همکاران
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سازي، محصول واکنش تعيين توالي شد و با اطلاعات موجود در 
بانک ژنومي یوباکتریها مقایسه شد و بدین ترتيب هویت باکتري 

مشخص گردید.
 GenElut با استفاده از کيت DNA استخراج : DNA استخراج
Bacterial Genomic DNA تهيه شده از شرکت فرمنتاز ، انجام 

با   16S rRNA ژن   تکثير  جهت  انتخابي  پرایمرهاي  گرفت. 
نامهاي F9 وR1541 ، توسط شرکت فن آوران سنتز شدند که 

توالي آنها بدین صورت بود )16 ( :
F پرایمر َ5:  -GAGTTTGATYMTGGCTCAG-3َ  پرایمر R: 

5َ-AAGGAGGTGWTCCARCC -3 َ
 2/5  ، الگو   DNA ميکروليتر    :2 شامل   PCR واکنش اجزا 
ميکروليتر بافر 10X، 0/75 ميکروليتر  MgCl2  ، 0/5 ميکروليتر

آنزیم  پرایمر و 0/2 ميکروليتر  از هر  ، 0/7 ميکروليتر   dNTP 

Taq Polymerase بود. در پایان به وسيله  آب مقطر حجم کل 

به 25 ميکروليتر رسيد. همچنين از یک نمونه کنترل منفي نيز 
بود.  الگو    DNA از  به غير  استفاده شد که حاوي کليه اجزاء  
دناتوراسيون اوليه در دماي C95° به مدت 5 دقيقه انجام شد. 
در ادامه 35 سيکل شامل : دناتوراسيون در دماي C95° به مدت 
25 ثانيه، اتصال در دماي C54° به مدت 20 ثانيه و سنتز در 
دماي C72° به مدت 1 دقيقه انجام گرفت. مرحله طویل شدن 
 . انـجـام شد  به مـدت 10 دقيقه   °C72 نيز در دمـاي نهایي 
و  الکتروفورز   ، bp1500به طول PCR نـهایـت مـحصـول   در 
پس از  خالص سازي ، با واسطه شرکت تکاپوزیست و از طریق 
شرکت بایونير کره جنوبی ، بصورت دو طرفه و بدون کلونينگ 
تعيين توالي   گردید )11( . سپس با استفاده از نرم افزار آنلاین  

 Blastnشناسایي شد.

نتايج : از نمونه خاک هاي آزمایش شده ، 6 جدایه باکتریایي 
مختلف جداسازي شدند. از بين این 6 جدایه ،  تنها جدایه برتر 
 ppm  قادر به رشد بر روی محيط کشت پایه معدني با غلظت
این  بود.  انرژی  و  کربن  منبع  تنها  عنوان  به  300  تتراکوزان 
جدایه در محيط نوترینت آگار داراي کلني هاي خشک، خشن و 
به رنگ زرد نخودي بود. نتایج بررسي جدایه برتر در غلظت هاي 
مختلف تتراکوزان، رشد کمی را در غلظت ppm 100 نشان داد، 
تتراکوزان جهت چسبندگي  پایين، سطح  هاي  غلظت  در  زیرا 
باکتري به آن کم  مي باشد. با بالا رفتن غلظت، سطح تماس 

باکتري با تتراکوزان بيشتر    مي شود و در نتيجه ميزان رشد 
 500 ppm 300 و ppm باکتري افزایش یافت و در غلظت های
افزایش رشد تقریبا" برابری را نشان داد. اما با افزایش بيش از 
حد غلظت تا 1000 و  ppm5000 ، ميزان رشد باکتري مجددا" 
کم شد ، زیرا در آن غلظت ها تتراکوزان روي باکتري اثر سمي 

دارد ) نمودار1 ( .

نمودار 1 :  بررسی رشد در غلظت های مختلف تتراکوزان

 300  ppm غلـظت  در  برتر  جدایه  رشد  منحني  ادامه،  در 
محيط  در  جدایه  رشد  که،  داد  نشان   ) نمودار2   ( تـتراکوزان 
حاوي تتراکوزان با یک وقفه 4 روزه آغاز شده و پس از آن  وارد 
فاز لگاریتمي می شود. بالاترین ميزان رشد جدایه 10 روز پس از 
تلقيح بدست آمد که با توجه به منحني تجزیه زیستي ) نمودار3 
( و مقایسه آن با منحنی رشد ) نمودار4 ( ، ميزان تجزیه زیستي 
نيز در این روز بالاترین مقدار بود. از روز دهم به بعد جدایه وارد 
فاز سکون شد و به تدریج  سرعت رشد و تجزیه آن کاهش یافت 

) نمودار2 ( .

نمودار 2 : الگوی رشد در حضور غلظت ppm  300  تتراکوزان

1392، جداسازي... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 
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GC نمودار 3 : بررسی متابوليسم تتراکوزان با روش

GC نمودار 4  : مقایسه منحنی رشد و منحنی تجزیه زیستی

سایر  از   ppm300 حاوي  کشت  هاي  محيط  در  جدایه  رشد 
آلکانهاي بلند زنجيره 30 ، 34 و 40 کربن نيز مورد بررسي قرار 
گرفت. طبق نتایج بدست آمده ، جدایه قادر به رشد بر روي این 

آلکانها نبود ) نمودار 5(. 

نمودار 5 : بررسی رشد در حضور سایر آلکانها

 5 های  غلظت  در  برتر  جدایه  تحمل  ميزان  بعدي  مراحل  در 
غلظت  در  را  خوبی  رشد  و  گردید  بررسی  نمک  درصد   15 تا 
5%  نشان داد. ولي با افزایش غلظت نمک، رشد باکتري بتدریج 
کاهش یافت. جدایه درpH 8  نيز  رشد نسبتا" خوبي داشت، 
ولي در pH هاي4 تا 7 تقریبا" تفاوتي در ميزان رشد مشاهده 
نگردید. تاثيـر دمـاهـاي مخـتـلف  30 تا 40 درجـه سلسيوس 
بر رشد جدایه نيز نشان داد که باکتري مورد نظر در این محدوده 
رشد بسيار خوبي داشت، اما حداکثر فعاليت آن مربوط به دماي 

35 درجه سلسيوس بود و با افزایش دما ميزان رشد جدایه مورد 
نيز  گلوکز  در حضور  ميزان رشد جدایه  یافت.  نيز کاهش  نظر 

نشان دهنده تاثيرگلوکز بر افزایش رشد بود . 
پس از   PCR محصول  الکتروفورز  باکتري:  شناسايي 
ژن    توالي  تعيين   ، )شکل1(  نظر  مورد  جدایه   DNA استخراج 
16S rRNA آن و آناليز همولوژي این ژن با استفاده از    نرم 

با  را  مذکور  توالي  همولوژي  بيشترین   ،  Blastn آنلاین  افزار 
و  همپوشاني  این  ميزان  داد.  نشان  مایکوباکتریوم فورتوئيتوم 
همولوژي 98% بود. جهت آناليز فيلوژنی سویه جداسازی شده، 
از توالی ژن 16S rRNAو روش نزدیکترین همسایه با کمک نرم 
افزار MEGA4 استفاده شد و مشخص شد که باکتری مورد نظر 

عضوی از جنس مایکوباکتریوم است )شکل 2( . 

شکل 1 :  واکنش PCR در جدایه مورد بررسی

با    A101 سویه  مایکوباکتریوم  خویشاوندي  فيلوژنتيکي  درخت   : شکل2 

برخي از گونه هاي جنس مایکوباکتریوم و برخي دیگر از جنس هاي گروه 

بوت  و  باشند  مي  استراپ  بوت  ارزش  ها  شاخه  روي  اعداد   ، اسنيتوباکتر 

استراپ بيش از 50 % در هر گره نشان داده شده است .

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پوپک عزيزي نيکو و همکاران

 Mycobacterium mucogenicum ATCC49651

 Mycobacterium mucogenicum ATCC49650

 Mycobacterium sphagni DSM44076T

 Mycobacterium sp strain A101

 Mycobacterium fortuitum DSM44220T

 Mycobacterium fortuitum ATCC49404

 Mycobacterium fortuitum ATCC49403

 Mycobacterium fortuitum ATCC4940

 Mycobacterium septicum ATCC70073

 Corynebacterium glutamicum ATCC13

 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032

 Nocardia blacklockiae ATCC700035

 Rhodococcus equi ATCC333702 

 Nocardia brasiliensis ATCC 700358 

 Rhodococcus phenolicus DSM44812T

 Nocardia kruczakiae ATCC BAA-948

 

 Rhodococcus erythropolis ATCC4277 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC25011 
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 ،Blastn با توجه به شناسایي اوليه سویه با کمک نرم افزار آنلاین
جنس  شاخص  هاي  گونه  از  تعدادي   16S rRNA ژن  توالي 
اکتينوباکتریا  از جنس هاي گروه  برخي دیگر  و  مایکوباکتریوم 
و همچنين سودوموناس آئروژینوزا به عنوان گونه اي که قرابت 
کمتري با این گروه دارد، از بانک ژني استخراج گردید و با روش 
گردید.  رسم  مربوطه  فيلوژنتيکي  درخت  همسایه،  نزدیکترین 
همانگونه که در شکل 2 نيز نشان داده شده است، مایکوباکتریوم 
سویه A101 ) نامی که برای جدایه برتر انتخاب شد( به همراه 
گونه هاي جنس مایکوباکتریوم در یک شاخه مجزا قرار گرفتند  
این  )بوت استراپ 60%( که نشان دهنده خویشاوندي نزدیک 
با     گونه هاي جنس مایکوباکتریوم است. قرار گرفتن  سویه 
سودوموناس آئروژینوزا در شاخه مجزا )بوت استراپ زیر %50( 
نشان دهنده صحت درخت  اکتينوباکتریا،  هاي  گونه  از  و جدا 

فيلوژني رسم شده است .
بحث 

 با نمونه گيري از خاکهاي آلوده به مواد نفتي در پالایشگاه نفت 
تهران و استفاده از تکنيکهاي غني سازي و خالص سازي ، در 
قادر  برتر  تنها جدایه   ، بين 6 جدایه جداسازی شده  از  نهایت 
انرژی  و  کربن  منبع  تنها  عنوان  به  تتراکوزان  موثر  تجزیه  به 
بود. همانطور که Ananyina و همکاران در سال 2007 گزارش 
کردند ، در این تحقيق نيز بسياری از    سویه های جداسازی 
شده با غنی سازی بر روی تتراکوزان، قادر به استفاده موثر از 
تتراکوزان به عنوان تنها منبع کربن   نبودند )2( . جدایه مورد 
تا 40  دمایی 30  در محدوده  و  تا 9   4   pH در محدوده  نظر 
 8pH درجه سلسيوس رشد خوبي داشت. اما بهينه رشد آن در
. همچنين رشد خوبی را در  و دماي 35 درجه سلسيوس بود 
، تجزیه  غلظت 5% نمک نشان داد. در بيشتر مقالات مربوطه 
آلکان در pH کمابيش خنثی گزارش شده است . Schaver در 
مقاله اش اشاره می کند که مقادیر اکسيداسيون هيدروکربنها در 
محدوده pH 5 تا 8 نوسان دارد ) 5 ( . همچنين نتایج یافت شده 
توسط دستغيب و همکاران در سال 2012 نشان داد که، باکتری 
آلکانی وراکس دیزللی سویه Qtet در pH های بالا بسيار ناپایدار 
بود و دامنه محدودی از تحمل pH بين 6 و 8 با اپتيمم رشد در 
pH خنثی را داشت)7(. درجه حرارت نيز از جمله فاکتورهای 

مربوط  مقالات  بيشتر  است.  نفتی  آلاینده های  تجزیه  در  مهم 

به تجزیه هيدروکربن ها ، مبتنی بر آزمایشـات انـجام شده در 
باشند)5(. درجه حرارت های 20 و30 درجه سانتی گراد می 

کننده  توليد  مایکوباکتریوم  سویه  دو  پور  ابراهيمی  و  سورکی 
بيوسورفاکتانت را از رسوبات خليج فارس جدا نمودند که دمای 
بهينه برای هر دو سویه 35 درجه سانتی گراد بود ) 1 ( . همچنين 
آلکانی  باکتری  رشد  جهت  ماکزیمم   و  بهينه  حرارت  درجه 
توسط  انجام شده  تحقيقات  طبق   ،Qtet سویه  دیزللی  وراکس 
دستغيب و همکاران در سال 2012، به ترتيب 35 و 45 درجه 
سانتی گراد تشخيص داده شد ) 7 ( . با توجه به اینکه آلکانها در 
آب نامحلولند و حلاليت آنها با افزایش وزن مولکولي کاهش مي 
یابد ، این مسئله مانع جذب آنها بوسيله ميکروارگانيسمها مي 
شود )13( . در مورد آلکانهاي خطي نامحلول در آب ، طبيعت 
هيدروفوبيک سطح باکتري نقش مهمي را ایفا مي کند. آلکانهاي 
با وزن مولکولي پایين ، هميشه به اندازه کافي قابل حل هستند. 
بنابر این جذب مستقيم آلکان از طریق آب  مي تواند انتقال کافي 
سوبسترا را به سلول باکتري امکان پذیر نماید. در مورد آلکانهاي 
خطي متوسط زنجيره و بلند زنجيره ، عموما"دو مکانيسم تماس 
مستقيم سلول با هيدروکربن یا تماس سلول با هيدروکربنهاي 
امولسيون شده بواسطه بيوسورفاکتانتها، موثر می باشند )15( .  
همانطور که ذکر شد از قابليتهای این جدایه نيز، توانایی تجزیه 
موثر تتراکوزان به عنوان یک آلکان بلند زنجيره بود و با بالا رفتن 
غلظت، به دليل افزایش سطح تماس باکتري با تتراکوزان، ميزان 
رشد باکتري نيز افزایش یافت. اما با افزایش بيش از حد غلظت، 
کاسته شـد . زیـرا در  نـظر  مـورد  باکتري  از رشـد  مـجـددا" 
غلظت های بالاتر، تتراکوزان روي باکتري اثر سمي داشت . از 
به  تتراکوزان  توانایی تجزیه موثر  این جدایه  قابليت های دیگر 
ميزان 80 % طی مدت 24 روز پس از تلقيح به محيط بود . با 
ها با سایر تحقيقات  یافته  مقایسه  و  ذکر شده  موارد  به  توجه 
نتایج  از آنها اشاره شد،  انجام شده در این زمينه که به برخی 
بدست آمده در این تحقيق بسيار منطقی و قابل اتکا می باشد . 
جدایه مورد بررسی در نهایت با استفاده از روشهای بيوشيميایی 
و مولکولی به عنوان جنس مایکوباکتریوم شناسایی گردید ، اما 
تحقيقات بيشتر در مدل فيزیکي نيازمند تایيد توانایي این سویه 

درکاهش رسوب این ترکيبات در چاههاي نفت مي باشد. 

1392، جداسازي... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دوازدهم، پاییز 
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سپاسگزاري : نویسندگان صميمانه از همکاري گروه ميکروبيولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد کرج و پشتيباني علمي پژوهشکده 
صنعت نفت سپاسگزاری نموده و مراتب قدردانی خود را ابراز می دارند .
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