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هـاي   پليمـر  و كو   آلكانوات هيدروكسي زيست تخريب پذير پلي هاي پلاستيك ميان از
 آب و برابـر  در مقاومـت  پـذيري،  انعطـاف  كامـل،  پذيري تجزيه قابليت علت به  آن

 بيشتر پذير تخريب زيست پليمرهاي ساير به نسبتتوليد،  فرآيند سادگي همچنين

در اين پژوهش سويه اي از باسيلوس سوبتيليس با قابليت  .اند گرفته قرار توجه مورد
. بوتيرات، از فاضلاب يك كارخانه توليد شير پاستوريزه جدا شد هيدروكسي توليد پلي

گرم در ليتر  بـه عنـوان اجـزاي     5/7و  30گلوكز و عصاره مخمر به ترتيب با غلظت 
بدست آمده نشان داد كه  مـدت   نتايج. اصلي محيط كشت مورد استفاده قرار گرفت

 59/0ساعت و مقدار بيوپليمر  توليـد شـده    72زمان لازم براي انجام فرايند تخمير 
  .گرم به ازاي هر گرم وزن خشك سلول بود
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   مقدمه -1
 از صـنعتي،  هـاي فرآورده انواع توليد در هاپلاستيك امروزه

 بوده كاربرد داراي پزشكي، دنياي تا گرفته خودروسازي صنعت

 تن ميليون 50 به نزديك سالانه آمريكا متحده ايالات  در تنها و

 هاي زباله عنوان به مواد اين اما .شود مي توليد پلاستيك انواع 

 اي پيچيده محيطي زيست هاي چالش ميكروبي، تجزيه به مقاوم

هـاي صـنعتي باعـث     اسـتفاده از پليمـر    .]1[اند آورده وجود به
بوجــود آمــدن مشــكلاتي از قبيــل دفــن پســماندهاي جامــد و 

 تعـداد  تـاكنون . ]2[همچنين گرم شدن كره زمـين مـي شـود   

 اما گرديده توليد جهان در نيز ميكروبي هاي پلاستيك از زيادي

 سوبسـترا،  قيمـت  بـودن  بـالا  چون عواملي علت به هاآن توليد

 نگه استريل به مربوط هاي هزينه همچنين و محصول دهي كم

 در هـا  ميكـروب  شدن آلوده از جلوگيري جهت( محيط داشتن

 تـا  شده باعث و پذيرفته انجام محدود صورت به )خالص كشت

 داشـته  رقابـت  ها پلاستيك ساير با نتوانند پليمرها از گروه اين

 توجه قابل گرفته هزينه انجام مطالعات از يكي اساس بر .باشند

 تجزيه قابل هاي پلاستيك قيمت بودن بالا اصلي علت اوليه مواد

  .]3[اسـت  گرديـده  عنـوان  معمولي هاي پلاستيك با مقايسه در
 كشـت  در تجزيـه  قابل پليمرهاي توليد ديگرهزينه گزارشيدر 

 برآورد مصنوعي هاي پلاستيك قيمت برابر 20 حدود در خالص

  .]4[است شده
 گرديده تهيه تاكنون كه تجزيه قابل هايپلاستيك ميان از

 آن كوپليمرهاي و 1آلكانوات هيدروكسي پلي عنوان تحت گروهي

 قابليت علت به باشند، مي تركيب مختلف نوع چهل بر بالغ كه

 برابـر  در% 100 مقاومـت  پـذيري،  انعطاف كامل، پذيري تجزيه

فرآينـد   سادگي همچنين و توليد هزينه نسبي بودن پايين آب،
 مورد بيشتر پذير تخريب زيست پليمرهاي ساير به نسبت توليد

 خـواص  علـت  به تركيبات نوع اين. ]6و 5[اند گرفته قرار توجه

 در حتي بدن با سازگاري علت به همچنين و مكانيكي فيزيكي،

  .]7[هستند كاربرد داراي نيز جراحي هاي عمل
 سـلول  داخـل  در 2گرانـول  صـورت  به كه بيوپليمر نوع اين

 به سازي خالص و استخراج از پس و يافته تجمع ميكروارگانيسم

 مختلـف  هـاي گـروه  توسط شود، مي تبديل رنگ سفيد پودري

 ميكروارگانيسـم  نـوع  300 تقريبـا . ]8[ميكربي توليد مي شود

گرديـده   شناسايي منفي و مثبت باكتري هاي گرم  انواع شامل
 از جملـه . آلكانوات مي باشـند  هيدروكسي كه قادر به توليد پلي

آلكانوات را هيدروكسي توليد پلي توانايي كه هايي ميكروارگانيسم

                                                 
1 -polyhydroxyalkonate 
2 -granule 

 5سودوموناس ،4ازتوباكتر ،3باسيلوس هاي گونه به تواندارند مي

  .]9[نمود اشاره 6آلكالي ژنز و
ــي ــي پل ــوتيرات هيدروكس ــات   7ب ــرين تركيب ــي از مهمت يك

ها آن را بـه   آلكانوات مي باشد كه ميكروارگانيسم هيدروكسي پلي
صـورت درون سـلولي در خـود ذخيـره       عنوان ذخيره انرژي بـه 

اين ذخيره به دليل كمبود منابع مغذي ماننـد فسـفر،    .كنند مي
نيتروژن، پتاسيم و يا اكسيژن در حضـور مقـدار اضـافي منـابع     

ــا پليمــر .]10[باشــد كــربن مــي هــاي صــنعتي،  در مقايســه ب
بوتيرات انرژي كمتري براي توليد نياز دارد و بـه   هيدروكسي پلي

  .]11[اي كمتري توليد مي شود همين دليل گازهاي گلخانه
ها به دليل زيست تخريب پـذيري و   آلكانوات هيدروكسي پلي

-زيست سازگاري بالايي كه دارند بسيار مورد توجه قرار گرفتـه 

از آنجايي كه پلي هيدروكسي آلكـانوات هـا را مـي تـوان از     . دان
اكسـيد منابع تجديد پذير بدست آورد و پـس از تجزيـه بـه دي   

هـاي دوسـتدار    كربن و آب تبديل مي شوند بـه آنهـا پلاسـتيك   
  . ]11[محيط زيست مي گويند

آلكـانوات در واقـع بهتـرين بيـان      هيدروكسـي  محتواي پلي 
محتـواي   .ادي توليد بيوپليمر مي باشـد كننده براي توجيه اقتص

پليمـر   آلكـانوات عبارتسـت از ميـزان توليـد بيـو      هيدروكسي پلي
افزايش ايـن محتـوا باعـث افـزايش     . توليدي 8نسبت به بيومس

آلكانوات تا حد  هيدروكسي بيوسنتز پلي. ]12[وري مي شود  بهره
زيادي به نوع منبع كربني كـه در اختيـار ميكروارگانيسـم قـرار     

منابع كربن را مي توان به دو دسـته تقسـيم    .دارد وابسته است
منابعي كه ساختار آنها شبيه بـه سـاختار بيـوپليمر    : بندي كرد

توليدي است و منابعي كه سـاختار آنهـا شـباهتي بـه سـاختار      
پليمرها بر اساس طول زنجيـره   بيو. ]13[بيوپليمر توليدي ندارد

بـا زنجيـره    9كوتاه  جيرهزن: شوند كربني به سه دسته تقسيم مي
با زنجيره منـومري   10اتم كربن، زنجيره متوسط 5تا  3منومري 

اتم كربن و تركيبي از زنجيره كوتاه و زنجيـره متوسـط    14تا  6
كه خواص فيزيكي و مكانيكي بهتري نسبت به دو گـروه قبلـي   

پلاستيكي شـبيه   آلكانوات خواص ترمو هيدروكسي پلي. ]13[دارد
پـذير،    تخريب  نعتي دارد با اين مزيت كه زيستبه پليمرهاي ص

باشد ولي بـه   پذير مي  سازگار و قابل تهيه از منابع تجديد زيست
هاي صـنعتي   هاي بالاي توليد توانايي رقابت با پليمر علت هزينه

                                                 
3 ‐Bacillus  
4 -Azotobacter 
5 -Pseudomonas 
6 -Alcaligenes 
7 -polyhydroxybutyrate 
8 -Biomass 
9 -Short chain length 
10 -Medium chain length 
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ها مربوط  درصد از هزينه هاي توليد بيوپليمر 70را ندارد، حدود 
  .]14[ج بيوپليمر مي باشدبه سوبستراي مورد استفاده و استخرا
عــلاوه بــر جداســازي گونــه  هــدف از انجــام ايــن پــژوهش

ــوپليمر،       ــد بي ــت تولي ــتان جه ــومي اس ــب و ب ــي مناس  ميكروب
مشخص كردن زمان مناسب جهـت پايـان عمـل تخميـر بـراي      

آلكـانوات و   هيدروكسـي  رسيدن بـه بـالاترين بـازده توليـد پلـي     
  . وري مي باشد حداكثر بهره

  

  روش تحقيقمواد و  - 2
  جداسازي گونه ميكروبي -2-1

  

هاي ميكروبي بومي موجود در استان  در اين تحقيق از گونه
هاي ميكروبي موجود در  براي اين كار گونه. كرمان استفاده شد

پگاه مورد  زمزم و شير  نباتي، نوشابه  فاضلاب كارخانجات روغن 
  .بررسي قرار گرفتند

ريل به آزمايشگاه هاي فاضلاب تحت شرايط است نمونه
قطره از هر  1هاي ميكروبي  براي جداسازي گونه. منتقل شدند

استريك  فاضلاب را با آب مقطر استريل، رقيق كرده و به روش
كشت داده و به  2آگار  بر روي محيط كشت نوترينت1 پليت 

گراد گرماگذاري  درجه سانتي 30ساعت در دماي  48مدت 
لحاظ شكل، رنگ و مشخصات هاي مجزا به  كلني. ]15[شد

. پليت جداسازي شدند ظاهري مجدداً با تكنيك كشت استريك 
هاي مزاحم  هاي قارچ، كپك، مخمر و ساير ميكروارگانيسم گونه

. هاي خالص روي اسلنت نگهداري شدند حذف و سپس نمونه
انجام  3آميزي گرم  ها رنگ براي اطمينان از خلوص نمونه

 .سويه ميكروبي انتخاب شد 40در اين مرحله . ]15[شد

  
 هاي توليد كننده انتخاب گونه -2-2

  آلكانوات هيدروكسي پلي
  

هيدروكسيهاي توليدكننده پلي براي مشخص كردن گونه
پس از . استفاده شد 4سياه  آلكانوات از روش رنگ آميزي سودان

هايي كه توانايي بيشتري در توليد  از انجام رنگ آميزي، گونه
  .]16[انتخاب شدند  آلكانوات داشتندهيدروكسيپلي

يك قطره از : روش رنگ آميزي سودان سياه
سوسپانسيون باكتريايي بر روي لام قرار داده و پس از خشك 

                                                 
1 -Streak plate 
2 -Nutrient agar 
3 -Gram staining 
4- Sudan black 

سپس سطح . شدن با عبور سريع لام از روي شعله تثبيت شد
 100+ سياه  گرم سودان  3/0(سياه  محلول سودان  اسمير به

دقيقه لام  10بعد از گذشت . ه شدآغشت%) 70ليتر اتانول  ميلي
با آب مقطر شسته شده و پس از خشك شدن اسمير با زايلن 

ثانيه  با  15پس از اين اسمير به مدت . شستشو داده شد
مقطر  پس از شستشو با آب . سافرانين آغشته شد% 5/0محلول 

آلكانوات به هيدروكسيو خشك كردن لام با كاغذ صافي پلي
 100ها با لنز  ه رنگ درون باكتريهاي سيا صورت لكه

  .]17[ميكروسكوپ نوري مشاهده شد
  

  كشت ميكروارگانيسم -2-3
  

ميكروارگانيسم مورد نظر توسط لوپ استريل از اسلنت به 
  :محيط كشت بذر با تركيب ذيل تلقيح شد

،  KH2PO4گرم بر ليتـر، 5/2گرم بر ليتر، عصاره مخمر  9گلوكز 
 NH4NO3  ،5/0گرم در ليتر،  K2HPO4  ،5/2گرم در ليتر،  5/2

،   MnSO4.7H2Oگرم در ليتر،  2HPO4  ،1(NH4)گرم در ليتر، 
 گــرم در ليتــر، MgSO4.7H2O   ،2/0گــرم در ليتــر،  007/0

FeSO4.7H2O   ،01/0 گرم در ليتر .  
ساعت از گرماگذاري كشت بذر مقدار  48بعد از گذشت 

محيط ليتر ميلي 100ليتر از محيط كشت بذر به ميلي10
تركيب محيط كشت توليد . كشت توليد وارد و گرماگذاري شد

مشابه با تركيب محيط كشت بذر بود با اين تفاوت كه غلظت 
گرم بر ليتر  5/7و  30گلوكز و عصاره مخمر در اينجا به ترتيب 

لازم به ذكر است كه در هنگام تهيه محيط كشت به منظور . بود
ب گلوكز و عصاره مخمر بصورت جلوگيري از واكنشهاي نامطلو

  .جداگانه استريل شدند
  

  زان رشدبررسي مي -2-4
  

جهت بررسي ميزان رشد از محيط كشت تخمير در فواصل 
هاي ليتر از نمونهميلي 10. مشخص دو ساعته نمونه گيري شد

دور در دقيقه  5000دقيقه با سرعت  15گرفته شده به مدت 
جهت حذف مواد . خته شدو مايع رويي دور ري  5سانتريفيوژ

ليتر آب مقطر به ميلي 5نشين شده با  ته 6اضافي، بيومس
دقيقه  15صورت سوسپانسيون در آورده شد و دوباره به مدت 

و مايع رويي دور  سانتريفيوژدور در دقيقه  5000با سرعت 
ساعت در دماي  24بيومس بدست آمده به مدت . ريخته شد

                                                 
5 -Centrifuge  
6 -Biomass 
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كامل آب و ثابت شدن وزن  گراد تا تبخير درجه سانتي 90
سلولي نگهداري شد و سپس وزن خشك سلولي اندازه گيري 

  .]17[شد
 

بوتيرات با استفاده از  هيدروكسي آناليز پلي -2-5
  1كروماتوگراف گازي

  

ليتر از هر محيط  ميلي 10گذاري مقدار  پس از پايان گرما
دور در دقيقه  5000دقيقه با سرعت  15كشت به مدت 

 10بيومس حاصل با . و مايع رويي دور ريخته شد سانتريفيوژ
 15ليتر آب مقطر شستشو و جهت حذف مواد اضافي  ميلي

با دور . شد سانتريفيوژدور در دقيقه  5000 دقيقه با سرعت
ليتر  ميلي 1ليتر كلروفرم و  ميلي 2ريختن مايع رويي مقدار 

% 15حجمي،  -حجمي متانول% 85شامل (متانول اسيدي 
گرم در ليتر اسيد  45 حجمي و -اسيد سولفوريك حجمي

به بيومس به دست آمده و ) بنزوييك به عنوان استاندارد داخلي
ها و  نمونه .اضافه شد بوتيراتهيدروكسينمونه استاندارد پلي

گراد تا  درجه سانتي 100ساعت در دماي  2استاندارد به مدت 
سپس به هر  .ندكامل شدن واكنش استري شدن نگهداري شد

ليتر آب دوبار تقطير اضافه و به مدت يك دقيقه  ميلي 1نمونه 
با تكان دادن شديد و آرام  .]17،18[به شدت تكان داده شد

فاز بالايي حاوي اسيد (گرفتن، سه فاز مجزا تشكيل شد 
سولفوريك، فاز مياني حاوي بقاياي ميكروبي و فاز پاييني حاوي  

، دو فاز بالايي را توسط پيپت )نواتآلكا استر هيدروكسي متيل
دور ريخته و فاز زيرين توسط پيپت پاستور به لوله  2خودكار

آزمايش تميز منتقل و تا قبل از تزريق به دستگاه كروماتوگراف 
ليتر از  مقدار دو ميكرو .گازي درون يخچال نگهداري شد

ها و نمونه استاندارد، به صورت جداگانه به دستگاه  نمونه
 .كروماتوگراف گازي تزريق شدند

كروماتوگراف : باشد مشخصات دستگاه به شرح زير مي 
 CP-Cil 5CB( 4با ستون مويين 3گازي ساخت شركت واريان

، دماي FID 5، نمايانگر)متر ميلي 32/0متر و قطر  30طول 
 7280گراد و دماي نمايانگر درجه سانتي 250 6تزريق كننده
هليم به عنوان گاز حامل با دبي  .شدگراد استفاده  درجه سانتي

 1دستگاه به مدت  .ليتر در دقيقه استفاده شد ميلي 2حجمي 

                                                 
1- Gas chromatography 
2 -Sampler 
3 -Varian Co 
4 -Capillary column 
5 -FID detector 
6 -Injector temperature 
7 -Detector temperature 

گراد قرار گرفت، سپس با  درجه سانتي 90دقيقه در دماي 
درجه  150گراد در دقيقه به دماي  درجه سانتي 5شدت 
گراد در  درجه سانتي  35 گراد و در نهايت با شدت  سانتي

  .گراد رسيد درجه سانتي 220دقيقه به دماي 
  

 جبحث و نتاي - 3

  جداسازي گونه ميكروبي -3-1
  

پس از رنگ آميزي سودان سياه و مشاهده بوسيله 
گونه هائي كه توانايي توليد پلي  100ميكروسكوپ نوري با لنز 

 14در اين مرحله . هيدروكسي بوتيرات را داشتند انتخاب شدند
تصوير رنگ آميزي  1شكل . گونه توليد كننده انتخاب شدند

  .شده سودان سياه را نشان مي دهد
  

   
  

هاي  گونه ميكروبي به رنگ قرمز و گرانول) : 1(شكل
  آلكانوات به رنگ آبي تيره هيدروكسي پلي

  
هاي به دست آمده از دستگاه كروماتوگراف  با بررسي نمودار

كه از  8باسيلوس سوبتيليس گازي مشخص شد گونه ميكروبي
فاضلاب كارخانه شير پگاه كرمان به دست آمده بود، بهترين 

هاي ميكروبي  بوتيرات در بين گونه هيدروكسي توليد كننده پلي
گرم  94/0ساعت مقدار  72جدا شده بود كه توانست در مدت 

بوتيرات در هيدروكسيدر ليتر بيوپليمر توليد كند، پيك پلي
 ظاهر شد 6/6دقيقه و پيك استاندارد داخلي در  8/4دقيقه 

  ).2شكل (

                                                 
8 -Basillus subtilis 
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باسيلوس نمودار كروماتوگراف پلي هيدروكسي بوتيرات توليد شده در گونه  )b-2(نمودار گروماتوگراف نمونه استاندارد،  )a-2( ) :2( شكل
  جدا شده از فاضلاب كارخانه شير سوبتيليس

  
بررسي روند توليد پلي هيدروكسي بوتيرات  -3-2

  با زمان
- نشان دهنده رشد و توليد پلي ۳شکل شماره  

با زمان مي  باسيلوس سوبتيليسبوتيرات در گونه هيدروکسي

 ۵۴با بررسي اين نمودار متوجه مي شويم که بعد از  .باشد

گردد و در همين زمان ساعت، فاز لگاريتمي رشد آغاز مي 

بوتيرات را شروع مي کند و هيدروکسيميکروارگانيسم توليد پلي

ميزان اين محصول درون سلول افزايش مي يابد، در اين زمان 

با . گرم در ليتر است ۳۵/۱وزن خشک توده سلولي معادل 

صرف رشد ) فسفر و نيتروژن(گذشت زمان مواد مغذي 

آن کاهش مي يابد و اين ود و ميزان شميکروارگانيسم مي

شود که ميکروارگانيسم با کمبود مواد مغذي موضوع باعث مي

با . بوتيرات بيشتري توليد کندهيدروکسيروبرو شده و پلي

شود که در اين زمان وزن ساعت فاز سکون آغاز مي ۵۸گذشت 

گرم در ليتر مي  ۶/۰و مقدار پليمر به  ۶۳/۱خشک سلولي به 

مقداري از مواد مغذي صرف بقاي  در اين فاز نيز. رسد

-شود و اين کاهش باعث افزايش ميزان پليميکروارگانيسم مي

در انتهاي (ساعت  ۷۲با گذشت .  شودبوتيرات ميهيدروکسي

 ۹۴/۰و مقدار پليمر به  ۵۸/۱سلولي به  وزن خشک ) فاز سکون

مرحله ميزان مواد مغذي به  ندر اي. يابدگرم در ليتر افزايش مي

رفع اين  ميکروارگانيسم جهت. ين مقدار خود رسيده استکمتر

بوتيرات را در خود ذخيره مي هيدروکسيمشکل حداکثر پلي

با رسيدن به فاز مرگ منابع در دسترس ميکروارگانيسم به . کند

شدت کاهش يافته و همچنين مقدار پليمر درون سلولي نيز 

ير کرد که توان اينگونه تفساين موضوع را مي. يابدکاهش مي

هاي متابوليکي از ذخيره ميکروارگانيسم براي ادامه رشد و نياز

استفاده مي ) بوتيراتهيدروکسيپلي( کربن درون سلولي خود

  .در نتيجه ميزان اين ماده درون سلول کاهش مي يابد کند

  

 
  

نمودار رشد و توليد پلي هيدروكسي بوتيرات با  ) : 3( شكل
مربوط به نمودار رشد و     (     باسيلوس سوبتيليس زمان در گونه 

  )مربوط به توليد پلي هيدروكسي بوتيرات با زمان مي باشد
  

  نتيجه گيري ‐۴

  از بين گونه هاي ميکروبي جداسازي شده براي توليد

باسيلوس آلکانوات، بهترين گونه هيدروکسيپلي

هاي ونه ميکروبي از دسته باسيلگاين  .بود سوبتيليس

  .گرم مثبت است

 بهترين زمان براي پايان واکنش تخميري توليد پلي -

باشد و بوتيرات در انتهاي فاز سکون ميهيدروکسي

گذشتن از اين زمان باعث کاهش ميزان اين محصول مي 

 .وري را کاهش مي دهد شود و بهره

 

  تشکر و قدردانی

ان يار و آقايبا تشکر از جناب آقای دکتر محمد مرادی استاد

شـگاه  ين صـالحی کارشناسـان آزما  يد عادلی و محمد حس ـيعس

شناسی دانشکده پزشکی دانشـگاه علـوم پزشـکی     کروبيگروه م

  .انی کردنديکروبی کمک شاين گونه ميی ائکرمان که در شناسا
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A B S T R A C T 
 

A R T I C L E   I N F O 

Among the biodegradable plastics, polyhydroxyalkanoates and 
their copolymers are superior due to their degradability, 
plasticity, resistance against water and also the simplicity of 
their production. In this research a strain of Bacillus subtilis 
was isolated from wastewater. The strain was grown in a basal 
mineral medium containing 30 g/L glucose and 7.5 g/L yeast 
extract. The results from the experiments showed that 72 hours 
was needed to obtain the optimum amount of poly hydroxy 
butyrate at 37 °C. The optimum amount was 0.59 g PHB/ g 
dried cell.  
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