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 چکیده
 می زمین کره شدن گرم و همچنین جامد ها  پسماند دفن قبیل از مشكلاتی منجر به ایجاد سنتتی  ستی  ها پلا از استفاده مقدمه:

 ازهدف . مناسب می باشد  (PHB)بوتیرات  هیدروکسی پلی همانند  پذیر تخریب زیست  ها  پلیمر از استفاده برا  حل این مشكل .شود 

ها  دما، منبع  مختلف رشد ازجمله فاکتور شرایطبوتیرات و تولید بیوماس سلولی در  هیدروکسی پلی حداکثر  تولید ارزیابیاین پژوهش 
  بود.   انكوباسین زمانو  کربن، دور شیكر

سویه باکتریایی جدا شده از خاک آلوده به پساب کارخانه  51تعداد  (PHB)بوتیرات   هیدروکسی  تولید پلیارزیابی برا   ها:  روش مواد و

 ارزیابیها با استفاده از رنگ آمیز  سودان سیاه مورد  در آن PHBشیر واقع در شهرک صنعتی ایلام مورد آزمایش قرار گرفتند و وجود 
شیمیایی و  که این سویه با استفاده از تست ها  بیو بود PHBفقط ی  سویه باسیلوس دارا   تمامی ایزوله ها،یان در م.  قرار گرفت

تولید شده از دستگاه  PHB ارزیابی. برا  شناخته شدباسیلوس سرئوس به عنوان و با استفاده از پرایمر اختصاصی  PCRانجام واکنش 
GC-MASS  وFTIR ها  مختلف  فاکتور ،  تاثیربوتیرات و تولید بیوماس سلولی هیدروکسی پلی بیشتر تولیدرسی بربرا   و استفاده شد
 .ندشد بررسیزمان انكوباسیون و  دهی( )هوا جمله دما، منبع کربن، دور شیكر محرک رشد از

به  درجه سانتی گراد 77 ن درو بیوماس، انكوباسیو PHBنتایج نشان داد که شرایط اپتیما برا  تولید حداکثر   :ی پژوهشها  یافته

 PHB، 522/1میزان تولید بیوماس و  می باشد و به عنوان منبع کربن گلوکز استفاده از)دور در دقیقه( و  511، دور شیكر ساعت 72مدت 
 . بوددرصد  سی PHBمیانگین تولید  GC-Massبر اساس نتایج حاصل از   .بود به ترتیب  گرم در لیتر 112/1گرم و 

 پلیمر را افزایش داد و در صورت تولید صنعتی می توان تولید این بیو  با استفاده از منابع کربن ارزان قیمت می گیری: نتیجهبحث و 

 لودگی محیط زیست جلوگیر  شود. آمورد استفاده قرار داد تا از  سنتتی ها    جا  پلاستی  پلیمر را به توان این بیو 
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 مقدمه
ی، صنعت ها   فرآورده انواع تولید در ها  پلاستی  امروزه
 کار به پزشكی دنیا  تا گرفته ساز  خودرو صنعت از

 سالانه آمریكا متحده  ایالات در تنها  .شوند  گرفته می

 شود.  می تولید پلاستی  تن انواع میلیون 11 به نزدی 

 تجزیه به ها  مقاوم  زباله عنوان  به مواد این اما

 ا  به  پیچیده محیطی زیست  ها  چالش میكروبی،

باعث  صنعتی ها  پلیمر از . استفاده(5)اند   هآورد وجود
 ها  پسماند دفن قبیل از مشكلاتی آمدن به وجود

 . این(2)شود  می زمین کره شدن گرم چنین و هم جامد

 با ها  سنتز  پلیمر چون بوده مفید بسیار ترکیبات

 و از ساختار وسیعی محدوده و انعطاف قابل  ساختار
 این در کاربرد مطلوب نا نكته اما .(7)را دارند  استحكام

ها   پلاستی . هاست  آن پذیر   تجزیه سخت ترکیبات
 میكروبی تجزیه به نسبت و بوده زنوبیوتی  ها جزء

 حل برا  مهم کارها   راه از .  یكی(0)مقاوم هستند 

 از استفاده طبیعت، در ضایعات پلیمر  تجمع مشكل

 که پلی است، پذیر  تخریب زیست  ها  پلیمر

 از آن جمله می (PHAs)آلكانوات ها  هیدروکسی

  . اما تولید در مقیاس صنعتی به دلیل هزینه(1)باشند  
 ها  نسبتاً بالا  سوبسترا، تولید کم پلیمر و هزینه

ها  ارگانیسم دار  میكرو ساز  و نگه ها  بالا  جدا 
  (.9)هایی مواجه است   با محدودیت

از انواع پلی یكی  (PHB) بوتیرات هیدروکسی پلی
ذخیره  گرانول که ی   باشد ها می  هیدروکسی آلكانوات

  می دیده ها  ارگانیسم میكرو از بسیار  در که است ایی
 در غذایی مساعد نا شرایط در باکتریایی پلیمر شود. این

  به و شرایط تداوم صورت در و شده تولید ها  سلول این
 و کربن ابعمن و شده  تجزیه ها،  بقا  باکتر  منظور
 . این(2،7)کند   می فراهم ها را  آن نیاز مورد انرژ 

ها  مصنوعی   پلاستی  به بسیار موارد در ها پلیمر

 توان گفت  می واقع در و دارند شباهت شیمیایی( )پترو

بسیار  تفاوت فقط ی  هستند، ها  آن طبیعی نوع که
 پذیر   تجزیه مصنوعی، ها   پلاستی  با ها  آن عمده

 پلاستی  عنوان  به را ها پلیمر بیو این هاست که  آن
 تجزیه .(51،5)است  کرده مطرح ضرر  بی و سبز ها  

در شرایط هواز  لوژی  پلی هیدروکسی بوتیرات  بیو
گردد،   اکسید کربن می  منجر به تولید آب و د 

که تجزیه غیر هواز  این ماده موجب تولید  درحالی
شود. پلی هیدروکسی   اکسید کربن می  متان و د 

بوتیرات در دامنه وسیعی از درجه حرارت و رطوبت به 
شود. برا  مثال در دما    کود بیولوژی  تبدیل می

 % نیز تجزیه بیو11درجه و رطوبت حدود  91حدود 
ترتیب در صورت  این یابد. به لوژی  آن ادامه می
  ها  امروز  هیچ  جا  پلاستی  جایگزینی این مواد به

ها    زمینه تجزیه این مواد در محیط نگرانی در گونه
از  PHBسنتز  بیو .(52،55)آبی و خاکی وجود ندارد 

پذیرد. واکنش   طریق سه واکنش آنزیمی صورت می
است   A اول شامل ترکیب دو مولكول استیل کوانزیم 

تیولاز انجام   Aوسیله آنزیم بتا کتواسیل کوانزیم  که به
به    Aاستیل کوانزیم احیا  استوگیرد. واکنش دوم   می
R هیدروکسی بوتیریل کوانزیمA  توسط آنزیم استو 

دهیدروژناز است. در پایان این   Aاستیل کوانزیم
شود.   سنتتاز پلیمریزه می  PHBمولكول توسط آنزیم

پلی هیدروکسی بوتیرات فقط یكی از انواع پلی 
 وسیله میكرو  هاست که به هیدروکسی آلكانوات

شود و به همین دلیل   ها  مختلف تولید می رگانیسما
نماید.   ها  سنتز بسیار متفاوتی در سلول طی می مسیر
  Rطورکلی اکثر این تغییرات مربوط به زنجیره   اما به
  نخورده باقی می  گردد و بنیان مولكول تقریباً دست  می
 .(57،52)ماند 

 

 
 .(11). ساختار و گروه جانبی پلی هیدروکسی بوتیرات 1شکل 
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ها    لایه عنوان  ا پلی هیدروکسی بوتیرات بهابتد
شد،   کاربرده می  ها و ظروف به  بند  کیسه  بسته

کننده کاغذ مورداستفاده قرار   عنوان براق  سپس به
ها  دیگر این مواد شامل پلاستی ،  گرفت. کاربرد

 آرایشی، بطر   چه، ظروف لوازمظروف آشپزخانه، پار
چنین این  . هم(51،50)ها  پلاستیكی و غیره است  

عنوان   توانند به  تجزیه بودن می  مواد به خاطر قابل
مدت برا  انتقال   تجزیه در طولانی  ها  قابل  حامل
 موردها  خاصی از بدن در پزشكی   ها به قسمت دارو

که پس از  لیل ایناستفاده قرار بگیرند. این مواد به د
 ها تجزیه می طور خالص به هیدروکسی اسید  تجزیه به

. برا  (59،1)اند   ها  دیگر  نیز یافته شوند کاربرد 
مرک آلمان از این ماده در ترکیب برخی  مثال شرکت

ها   و دارو لاکتام ها  بتا  بیوتی  ها نظیر آنتی دارو
مواد به رسد این  چشمی استفاده نموده است. به نظر می

ها  بسیار وسیعی  ربرددلیل ساختمان ویژه خود کا
اکنون محدودیت اصلی قیمت این   و هم خواهند داشت

تر از مواد مشابه نفتی است   مواد است که تا حد  گران
  ها  مهندسی ژنتی  باکتر   امروزه با روش .(50)

درصد وزن  71هایی ایجاد گردیده است که تا حدود 
. (50)تشكیل دهند  PHBواند ت  خش  سلولی می

ساز  باکتر  ها  تولید  هدف از این پژوهش جدا
 از خاک آلوده به پساب کارخانه شیر و هم PHBکننده 

مختلف رشد  طدر شرای PHBچنین بررسی تولید 
 سلولی بود.

 

 مواد و روش ها

این پژوهش که از : جداسازی باکتری از خاک

طول انجامید، ه ب 5750تا تابستان  5757تابستان سال 
از  PHB   کنندهتولید بومی باکتر  یافتن منظور  به

ها  آلوده به پساب کارخانه شیر واقع در شهرک   خاک
ها    صنعتی ایلام استفاده گردید. پس از انتقال نمونه

خاک در ظروف استریل به آزمایشگاه عصاره رقیق 
از عصاره خاک   ML  5خاک تهیه گردید. سپس مقدار 

ها  حاو  محیط نوترینت آگار ریخته و به   پتر در 
گراد انكوبه   درجه سانتی 77روز در دما   2مدت 

ها  مختلف در   ارگانیسم گردید. پس از رشد میكرو
ها  مشخص   ها  مداوم از کلنی  ها، کشت  پتر 

ها صورت گرفت. جهت   ساز  کلنی  برا  خالص
ها    تستها از رنگ آمیز  گرم و   شناسایی باکتر 

شیمیایی کاتالاز، سیترات، نیترات، نشاسته )استارچ  بیو
ها، تست حرکت، اندول و  آگار(، ژلاتین، تخمیر قند

H2S  ها   استفاده شد. در این شناسایی انواع باکتر
 و زا زا و غیر اسپور ها  اسپور  باکتر، باسیل شامل آرترو

 .(51،1)سودوموناس شناسایی شدند

تولید کننده پلی هیدروکسی ی   انتخاب گونه

ها  تولید کننده   کردن گونه برا  مشخص: بوتیرات

PHB  .از روش رنگ آمیز  سودان سیاه استفاده شد
 ا  که توانایی بیش   آمیز ، گونه  پس از انجام رنگ
 داشتند انتخاب شد. در این رنگ PHBتر  در تولید 

را  PHBآمیز  ی  گونه از باسیلوس که توانایی تولید  
 داشت انتخاب گردید. 

از  قطره ی : آمیزی سودان سیاه  روش رنگ

 از پس و داده قرار لام رو  بر باکتریایی سوسپانسیون

 شد. تثبیت شعله رو  از لام سریع عبور با خش  شدن

/. گرم 7سیاه ) سودان محلول به سطح اسمیر سپس
%( آغشته شد. 71لیتر اتانول   میلی 511سودان سیاه + 

 و شده شسته مقطر آب لام با دقیقه 51 گذشت از بعد
 .شد داده زایلن شستشو با اسمیر شدن خش  از پس
 با محلول سافرانین ثانیه 51 مدت به اسمیر این از پس

 کردن خش  مقطر و آب با شستشو از شد. پس آغشته

 صورت به پلی هیدروکسی آلكانوات صافی کاغذ با لام

 511عدسی  با ها  ر باکت درون رنگ  سیاه ها   لكه
 (.57شد ) مشاهده نور  میكروسكوپ

 نظر مورد ارگانیسم میكرو: ارگانیسم کشت میکرو

 با بذر کشت به محیط پلیت از استریل لوپ توسط

گلوکز، فروکتوز و مالتوز :شد تلقیح ذیل ترکیب
 1/2لیتر، عصاره مخمر  درگرم  5گانه(  صورت جدا )به

 K2HPO4لیتر،  در گرم KH2PO4 1/2گرم بر لیتر، 
/ گرم در لیتر، NH4NO3  1گرم بر لیتر،  1/2

(NH4)2HPO4 5  ،گرم در لیترMnSO4.7H2O 117 /
گرم در لیتر،  MgSO4.7H2O 2/1گرم در لیتر، 
FeSO4.7H2O 15/1  گرم در لیتر. سه نوع محیط

  کشت بذر با منبع کربن متفاوت درست کرده  و در لوله
خته و پس از کشت باکتر   ری ML51 دار   ها  در پیچ
 (. 52گراد انكوبه شد ) درجه سانتی 77در دما  
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 5 ساعت از گرما گذار  مقدار 02پس از گذشت 
لیتر از محیط   میلی 55به لیتر از محیط کشت بذر   میلی

 محیط کشت تولید تلقیح و گرما گذار  شد. ترکیب

 این با بود بذر کشت محیط ترکیب با تولید مشابه کشت

محیط کشت  در مخمر عصاره و غلظت گلوکز که اوتتف
 ذکر به لیتر بود. لازم درگرم  1/7و  71ترتیب  به تولید

منظور   به کشت محیط تهیه هنگام در که است
 عصاره و گلوکز مطلوب نا ها   واکنش از جلوگیر 

 (.  52شدند) استریل گانه صورت جدا  به مخمر

 بهینه جهت:  PHB بررسی میزان رشد و تولید

 از فاکتور PHBساز  و بررسی میزان رشد و تولید  
و  71، 21) ها  کربن )گلوکز، فروکتوز و مالتوز(، دما

 211و  511، 1) دهی درجه سانتی گراد( و دور هوا 77
ساعت  72و  02، 20ها    دور در دقیقه( در زمان

 کشت محیط از میزان رشد بررسی استفاده شد. جهت

شد.  گیر   نمونه ساعته 20 خصفواصل مش در تخمیر
 51مدت  به شده  ها  گرفته  نمونه از لیتر  میلی 51

 مایع دور در دقیقه سانتریفیوژ و 1111دقیقه با سرعت 

بیوماس  مواد اضافی، حذف جهت شد. ریخته دور رویی
 صورت  به مقطر آب لیتر  میلی 1با  شده نشین  ته

دقیقه  51ت مد به دوباره و شد آورده در سوسپانسیون
 رویی مایع و سانتریفیوژ دقیقه در دور 1111سرعت  با

 20مدت  به آمده به دست بیوماس شد. دور ریخته
 کامل تبخیر تا گراد  سانتی درجه 51دما   در ساعت

 سپس و شد دار  نگه وزن سلولی شدن ثابت و آب

 (.57)گیر  شد  اندازه سلولی خش  وزن

ت با صد پلی هیدروکسی بوتیراسنجش در

 ها   سلول کمی، آنالیز برا : اسپکتروفوتومتری

 درون بوتیرات هیدروکسی بتا پلی شده حاو  خش 

 هیدرولیز غلیظ سولفوری  از اسید استفاده با سلولی

 سولفوری  اسید لیتر میلی 51منظور  این برا  شدند.

 دار  پیچ در ها   در لوله شده خش  بیوماس به غلیظ،

 511بن مار   در ساعت ی  مدت به و شد افزوده
 جذب حداکثر دار  گردید و گراد نگه  درجه سانتی

 فرمول از استفاده با و بررسی  nm 271در (λmax)نور  

  (.55گردید ) محاسبه زیر
 

PHB% = Absorbance in 235 nm / CDW 

×10ml × 100 
 اسید .  حجم=CDW گرم  میلی برحسب بیوماس

 10ml  =ساز    رقیق در سولفوری 
 

و  FTIRبا  PHBآنالیز دانه های 

-GC)کروماتوگرافی طیف سنجی جرمی 

Mass) :ها    برا  تأیید تولید دانهPHB  از ماده

اسید که از شرکت  بوتیری  هیدروکسی استاندارد تر 
 لیتر  میلی 2سیگما آمریكا تهیه شده استفاده شد. مقدار 

%  21اسید  )شامل  لیتر متانول  میلی 5و  کلروفرم
سولفوری   % اسید51حجمی،  -متانول حجمی

بنزویی   گرم در لیتر اسید 01حجمی و  -حجمی
و  آمده  دست به بیوماس عنوان استاندارد داخلی( به به

 شد. اضافه پلی هیدروکسی بوتیرات استاندارد نمونه

 511دما   ساعت در 2مدت  به و استاندارد ها  نمونه
 شدن استر  واکنش شدن گراد تا کامل  درجه سانتی

 دو آب لیتر  میلی 5 هر نمونه به سپس شدند. دار  نگه
 تكان شدت  دقیقه به ی  مدت به و اضافه تقطیر بار

(. با تكان دادن شدید و آرام گرفتن، سه 51شد ) داده
 فاز مجزا تشكیل شد )فاز بالایی حاو  اسید
سولفوری ، فاز میانی حاو  بقایا  میكروبی و فاز 

او  متیل استر هیدروکسی آلكانوات( است، دو پایینی ح
 توسط زیرین فاز و ریخته فاز بالایی را توسط پیپت دور

 از قبل تا و منتقل تمیز لوله آزمایش به پاستور پیپت

 یخچال درون FTIRو   GC-Mass دستگاه به تزریق

 نمونه و ها  از نمونه لیتر ومیكر دو شد.  مقدار دار  نگه

و  FTIRدستگاه  به گانه جدا ورتص به استاندارد،
  .شدند تزریق گاز  کروماتوگرافی

به شرح زیر است:  GC-Massمشخصات دستگاه 
، HPMSMو  GC 6890N  ،NS S973Nمدل 

متر و  30، طول ستون µm 0.25  اندازه ذرات فاز ثابت
  ، ساخت شرکت اجیلنت آمریكا، mm 0.25قطر ستون

گراد و دما    درجه سانتی 211دما  تزریق کننده 
  به گراد استفاده شد. هلیوم  درجه سانتی 221نمایانگر 
 دقیقه در لیتر  میلی 2 دبی حجمی با حامل گاز عنوان

 درجه 51 دما  در دقیقه 5مدت  به دستگاه. شد استفاده

 سانتی درجه 1 با شدت سپس گرفت، قرار گراد  سانتی
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 در و گراد  درجه سانتی 511 دما  به دقیقه در گراد 
 دما  به در دقیقه گراد  سانتی درجه 71 شدت با نهایت

 رسید. گراد  سانتی درجه 221

شده باسیلوس با واکنش  شناسایی گونه جدا

 DNAاستخراج : (PCR)  مرازی ای پلی  زنجیره

روش انجماد و جوش  از استفاده از باسیلوس سرئوس با

و  (PCR)مراز  ا  پلی انجام گرفت. واکنش زنجیره
ها   تعیین توالی جهت تأیید باکتر  توسط پرایمر

اختصاصی باسیلوس سرئوس انجام پذیرفت. برا  انجام 
PCR ،ها  اختصاصی باسیلوس سرئوس، ژن  پرایمرF 

Bal  وBal R برده شد  کار  ها  زیر به  با توالی
(25،21).  

 
 PCRهای مورد استفاده در . مشخصات پرایمر1جدول 

Length of product   Gene sequence Gene primer 
533 bp 5’- TGCAACTGTATTAGCACAAGC T -3’ Bal Forward 

 5 ’- TACCACGAAGTTTGTTCACTACT -3’ Bal Reverse 

 
ها  اختصاصی  پرایمر  PCRواکنش   انجام برا 

)   PCRبافر  شامل واکنش باسیلوس سرئوس مخلوط
(، Tris-HClمیلی مول  5و  KCl ،PH 5میلی مول  1
، dNTPمیلی مول  MgCl2 ،1/2میلی مول   1/5

 51گر برگشت ) مول (، آغاز پیكو 51رفت ) آغازگر
لیتر(  واحد در میكرو 1پلیمراز )  Taqپیكومول(، آنزیم 

نانوگرم در میكرولیتر( در حجم نهایی  21)  DNAو 
 . (25،21)لیتر تهیه شد  میكرو 21

مل واسرشته برنامه دمایی دستگاه ترمال سایكلر شا
 2گراد به مدت   درجه سانتی 50ساز  اولیه در دما  

گراد   درجه سانتی 50دقیقه، واسرشته ساز  در دما  
ها  الگو در   ثانیه، اتصال آغازگر به رشته 01به مدت 
رشته  امتداددقیقه،  5گراد برا    درجه سانتی 11دما  

DNA  ه ثانی 01گراد برا    سانتی 72توسط پلیمراز در
نهایت با  بار تكرار گردید و در 71که سه مرحله اخیر 

ها   دقیقه واکنش 2گراد برا    سانتی 72بسط نهایی در 
رو  ژل  PCRمحصول  ادامه . در(25،21)اتمام یافت 

 درصد بررسی شد. 5آگارز 

 

 ی پژوهشها  یافته

با رنگ آمیزی  PHBبررسی تولید دانه های 

 و سیاه سودان آمیز  رنگ از پس: سودان سیاه

نمایی  نور  با بزرگ وسیله میكروسكوپه ب مشاهده
داخل باکتر  به صورت آبی تیره  PHBدانه ها   511

 (.2قابل مشاهده بود )شكل 

 

 
 به رنگ آبی پر رنگ PHB. گونه میکروبی به رنگ قرمز و دانه های 1شکل 
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  FTIRو  GC-Massنتایج حاصل از 
 7چنین پلی  کتر  و همپلیمر به دست آمده از با
عنوان شاهد تهیه شده بود،   هیدروکسی بوتیراتی که به

 توسط طیف آن فاز آلی )محلول کلروفرم( جدا واز 
ها   . در نهایت نمودارگرفته شد GC-Massدستگاه 

و مقایسه آن با نمودار  باکتر پلیمر به دست آمده از 
وجود دهنده و تأیید کننده   حاصل از نمونه شاهد نشان

 PHBترتیب باند   این  به. پلی هیدروکسی بوتیرات بود

شده از  تولید PHBو باند  27/2استاندارد در دقیقه 
 (.7ظاهر شد )شكل  25/2در دقیقه  سرئوسباسیلوس 
دست آمده واجد باند جذبی در ه ها  ب نمودار

1726Cm
بودند  (C=O)که مربوط به گروه کربونیل  1-
2858Cmچنبن واجد باند  هم

-Cکه مربوط به گروه  1-

H  است که این دو گروه کربنی منعكس کننده ساختار
BHP  طیف  چنین هم(. 0است )شكلFTIR  به  پلیمر
گرفته  کلروفرم در حلال استاندارد  PHB آمده و دست
 آمده دست پلیمر به   FT-IRطیف ها   درشد. 

Cm( در  C=Oفرکانس کششی گروه کربونیل )
-1 

Cmو  1186در  (C-O)تر  ، گروه ا1726
و  1280 1-

Cmدر  C-Hگروه 
دیده می شوند که با طیف  2858 1-

FTIR ،PHB (.0)شكل  مطابقت دارد 

 
 تولیدی باسیلوس سرئوس PHBمربوط به  B ،GC-Massاستاندارد و نمودار  PHBمربوط به  A ،GC-Mass. نمودار 3شکل 

 

 
 تولیدشده توسط باسیلوس PHBمربوط به  B ،FTIRاندارد و است PHBمربوط به  A ،FTIR. نمودار 4شکل 
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 بیو ها   آزمون انجام از پس: PCRنتایج حاصل از 

 باسیلوس ها   شدن کلنی مشخص و شیمیایی

 DNAباکتر  رو   این کلنی تأیید برا  سرئوس،
ها   با استفاده از آغازگر  PCRاستخراج شده 

با سه بار تكرار باکتریایی   Balاختصاصی متعلق به ژن 
 5رو  ژل آگارز  PCRانجام گرفت. سپس محصول 

 PCRدرصد مطالعه شد. باسیلوس سرئوس جداشده در 
در  را باز  جفت 177قطعه  اختصاصیها   با آغازگر

 نشان   DNA Ladder 100bp (Fermentas)مقابل 

شده از  ( الكتروفورز باسیلوس سرئوس جدا1شكل) .داد
ارخانه شیر با استفاده از خاک آلوده به پساب ک

 نشان می  Bal Rو   Bal Fاختصاصی آغازگرها  
شده در این مطالعه مربوط   دهد. کنترل مثبت استفاده 

ساز   به باسیلوس سرئوس است که در آزمایشگاه جدا
   و شناسایی شده است.

 
 Bacillus cereus) رل مثبت کنت=  1چاهک شماره و  PCR : M= DNA ladder 500bp. الکتروفورز محصول 5شکل

ATCC14579 )   جداشده از پساب کارخانه شیر = نمونه باسیلوس سرئوس3شماره = کنترل منفی و 1و 
 

ها   تجزیه واریانس صفات آزمایشی باکتری

طبق نتایج تجزیه : PHBدر تولید بیوماس و 

واریانس، تأثیر دما، دور شیكر، زمان انكوباسیون و منبع 
 PHBماس و  یاز باکتر  بر مقدار بیون کربن مورد

باکتر  مورد تحقیق در سطح احتمال ی  درصد 
(p≤0.01معنی )  ماس، اثرات  دار بود. در تولید بیو

چنین اثرات متقابل  متقابل بین دما و منبع کربن و هم
معنی دار  باکتر  مورد تحقیق بین دما و دور شیكر در

عوامل تحقیق  اثرات متقابل بین، PHBبود. در تولید 
زمان انكوباسیون(   )دما، دور شیكر، منبع کربن و مدت

در باکتر  مورد تحقیق در سطح  PHB تولید ازلحاظ
 .(2)جدول دار بود  درصد معنی 5احتمال 

 

 مورد تحقیق  ماس در باکتری نتایج تجزیه واریانس مقدار بیو .1جدول 

  df منبع تغییر
 میانگین مربعات صفات

  PHB بیوماس

  120/1**  2 دما
**117/1  

  111572/1**  1157/1**  2 دور
  117/1**  125/1**  2 کربن
  11597/1**  1127/1**  2 زمان
  111500/1**  1110/1**  0 دور * دما
  111122/1**  11159/1**  0 کربن * دما
  ns 111125/1  **11125/1  0 زمان * دما
  ns111127/1  **111157/1  0 کربن * دور
  ns111172/1  **111170/1  0 زمان * دور
  ns11115/1  **111515/1  0 زمان * کربن

  ns111122/1  **11117/1  2 کربن * دور * دما
  ns 111175/1  **111115/1  2 زمان * دور * دما
  ns111125/1  **111111/1  2 زمان * کربن * دور
  ns111155/1  **111125/1  20 زمان * کربن * دور * دما

  111112/1  111517/1  592 خطا  آزمایشی

- df درصد است. 1و  5ها در سطح احتمال  دار بین تیمار  علامت * و ** به ترتیب بیانگر وجود تفاوت آماری معنی،  درجه آزادی 

  ها است. دار بین تیمار  بیانگر عدم وجود تفاوت معنی nsعلامت         
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در  PHBبررسی تولید بیوماس سلولی و 

 شرایط مختلف رشد سلولی

طبق نتایج مقایسه میانگین، میزان بیوماس سلولی: 

درجه  77بیوماس باکتر  باسیلوس سرئوس در دما  
 21گرم در لیتر( و در دما   127/1سلسیوس حداکثر )

گرم در لیتر( بود، در دور 105/1وس حداقل )درجه سلسی
گرم در لیتر( و  179/1ر دقیقه حداکثر )دور د 511شیكر 

در ، گرم در لیتر( بود111/1در بدون شیكر حداقل )

گرم در 179/1ساعت حداکثر )  72زمان انكوباسیون 
گرم در لیتر( بود و 110/1ساعت حداقل ) 20لیتر( و در 

عنوان منبع کربن باکتر    در استفاده از گلوکز به
استفاده از فروکتوز  گرم در لیتر( و در 122/1حداکثر )

ها  مختلف  بین فاکتور. گرم در لیتر( بود11/1حداقل )

دار  وجود  رشد ازلحاظ بیوماس باکتر  تفاوت معنی
 داشت. 

:PHB  طبق نتایج مقایسه میانگین، میزانPHB 
درجه سلسیوس  77باکتر  باسیلوس سرئوس در دما  

درجه  21گرم در لیتر( و در دما  152/1حداکثر ) 

طبق نتایج ، گرم در لیتر( بود111/1یوس حداقل )سلس

باکتر  باسیلوس  PHBمقایسه میانگین، میزان 
درجه سلسیوس حداکثر )  77سرئوس در دما  

درجه سلسیوس  21گرم در لیتر( و در دما  152/1

در زمان انكوباسیون ، گرم در لیتر( بود111/1حداقل )

ساعت  20گرم در لیتر( و در 159/1ساعت حداکثر )  72
در استفاده از گلوکز و  گرم در لیتر( بود117/1حداقل )

گرم در 152/1عنوان منبع کربن باکتر  حداکثر )   به
گرم در 119/1لیتر( و در استفاده از فروکتوز حداقل )

 PHBازلحاظ  ها  مختلف رشد فاکتورلیتر( بود. بین 
چنین  هم. دار  وجود داشت  باکتر  تفاوت معنی

 77، دما  PHBبرا  تولید بیوماس و  شرایط بهینه
دور در دقیقه، زمان  511گراد، دور شیكر   درجه سانتی

)جدول ر گرفته شدظساعت و منبع کربن گلوکز در ن 72
7) . 

 
 تولیدی در شرایط مختلف رشد سلولی PHB. میزان 6شکل 

 
 میزان بیوماس تولیدی در شرایط مختلف رشد سلولی. 7 شکل
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 تولیدی باکتری PHBر عوامل مختلف آزمایشی بر مقدار بیوماس و تأثی: 3جدول 
دما  
انكوباتور 

(C0) 

دور 
 شیكر

(rpm) 

زمان 
 انكوباسیون
 )ساعت(

منبع کربن 
 باکتر 

 
 در )گرم  بیوماس

 لیتر(
PHB   )گرم در لیتر( 

       

21 

1 

20 

  115/1    121/1   فروکتوز

  110/1    101/1   گلوکز

  117/1    171/1   مالتوز

02 

  117/1    171/1   فروکتوز

  119/1    111/1   گلوکز

  110/1    101/1   مالتوز

72 

  110/1    101/1   فروکتوز

  112/1    191/1   گلوکز

  119/1    111/1   مالتوز

511 

20 

  117/1    177/1   فروکتوز

  112/1    117/1   گلوکز

  110/1    107/1   مالتوز

02 

  111/1    107/1   فروکتوز

  151/1    197/1   گلوکز

  117/1    117/1   مالتوز

72 

  117/1    117/1   فروکتوز

  150/1    177/1   گلوکز

  115/1    197/1   مالتوز

211 

20 

  112/1    127/1   فروکتوز

  119/1    107/1   گلوکز

  117/1    177/1   مالتوز

02 

  110/1    177/1   فروکتوز

  112/1    117/1   گلوکز

  111/1    107/1   مالتوز

72 

  111/1    107/1   فروکتوز

  151/1    197/1   گلوکز

  117/1    117/1   مالتوز

71 

1 

20 

  117/1    171/1   فروکتوز

  117/1    191/1   گلوکز

  110/1    101/1   مالتوز

02 

  111/1    101/1   فروکتوز

  157/1    177/1   گلوکز

  112/1    117/1   مالتوز

72 

  117/1    111/1   فروکتوز

  152/1    127/1   گلوکز

  157/1    171/1   مالتوز

511 

20 

  111/1    107/1   وکتوزفر

  157/1    177/1   گلوکز

  112/1    117/1   مالتوز

02 

  11/1    117/1   فروکتوز

  155/1    151/1   گلوکز

  155/1    197/1   مالتوز

72 

  152/1    197/1   فروکتوز

  125/1    551/1   گلوکز

  152/1    177/1   مالتوز

211 
 
 

20 

  110/1    177/1   فروکتوز

  155/1    171/1   گلوکز

  119/1    107/1   مالتوز

  119/1    107/1   فروکتوز 02
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  151/1    121/1   گلوکز

  115/1    191/1   مالتوز

72 

  151/1    117/1   فروکتوز

  122/1    151/1   گلوکز

  159/1    171/1   مالتوز

77 

1 

20 

  110/1    101/1   فروکتوز

  157/1    121/1   گلوکز

  117/1    117/1   مالتوز

02 

  119/1    111/1   فروکتوز

  157/1    151/1   گلوکز

  151/1    197/1   مالتوز

72 

  115/1    191/1   فروکتوز

  175/1    577/1   گلوکز

  159/1    177/1   مالتوز

511 

20 

  112/1    191/1   فروکتوز

  121/1    527/1   گلوکز

  157/1    121/1   مالتوز

02 

  155/1    171/1   فروکتوز

  101/1    517/1   گلوکز

  125/1    511/1   مالتوز

72 

  159/1    127/1   فروکتوز

  112/1    522/1   گلوکز

  171/1    521/1   مالتوز

211 

20 

  119/1    111/1   فروکتوز

  159/1    151/1   گلوکز

  155/1    171/1   مالتوز

02 

  115/1    191/1   فروکتوز

  125/1    527/1   گلوکز

  157/1    127/1   مالتوز

72 

  152/1    171/1   فروکتوز

  100/1    591/1   گلوکز

  121/1    122/1   مالتوز

 

 و نتیجه گیری بحث
سرئوس که توسط واکنش  در این پژوهش از باسیلوس

PCR  شناسایی شده بود، برا  تولید پلی هیدروکسی
بوتیرات استفاده شد و اثر عوامل مختلف رشد بر رو  

ق ازنظر و بیوماس بررسی شد. باکتر   فو PHBتولید 
شیمیایی مورد ارزیابی  خصوصیات فیزیولوژیكی و بیو

  باسیلوس  ها نشان داد گونه  قرار گرفتند. بررسی
باکتر  هتروتروف، هواز ، گرم مثبت بوده و دارا  
خصوصیاتی از قبیل داشتن اسپور، واکنش کاتالاز، 

 نیترات، ژلاتین و سیترات بود.
گراد، دور  تیدرجه سان 77باسیلوس در دما     گونه
ساعت و با مصرف  72دور در دقیقه، زمان  511شیكر 

را  PHBمنبع کربن گلوکز بیشترین تولید بیوماس و 
 522/1در همین شرایط تولید  داشت. گونه باسیلوس

را  PHBگرم در لیتر  112/1گرم در لیتر بیوماس و 
درصد تولید  GC-Massداشت. طبق نتایج حاصل از 

PHB درصد محاسبه شد.  71یلوس   باس در گونه 
PHB  در میان بیش از بیست جدایه باکتریایی
سپیریلوم،  باکتر، رودو باسیلوس، ازتو ،آلكالی ژنز

ریزوبیوم و سودوموناس دیده شده است. در میان جدایه 
در باسیلوس  PHBها  باسیلوس بیشترین میزان 

% مشاهده شده است  57/02به میزان  y6مگاتریوم 
ها    شده بر رو  سویه  طی بررسی انجام. در (22)

-21/51بین  BG11در محیط   باکتر گوناگون سیانو
مشاهده  PHB% 01/21-25/55% و در محیط آلن  91

در  PHBشده است. در بررسی دیگر بر رو  تولید 
 کوکوس، باسیلوس، استرپتوکوکوس و لاکتو لاکتو

 در جدایه ها  لاکتو PHBنشان داد که میزان تولید 
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و   59 -15/7  کوکوس %، لاکتو 5-57/1باسیلوس  
ترین  % است و بیش 51/25-07/1کوکوس  استرپتو

فیلوس  کوکس ترمو در استرپتو PHBمیزان تولید 
و همكاران  قاتنكار. (27)شده است   % گزارش 51/25

را  PHBتوان میزان   نشان دادند که می 2112در سال 
با تغییر محیط کشت به میزان  V49باکتریوم   در متیلو

. خنافر  و همكاران در سال (20)% افزایش داد 52
 توان با کشت باکتر  ازتو  نشان دادند که می 2119

 71در درجه حرارت  Whey brothباکتر در محیط 
 PHBمیزان  rpm 522گراد و دور شیكر   درجه سانتی

. اسلیم  و همكاران در سال (51)رساند  ml/lit 0را به 
% گلوکز در محیط کشت  5با جایگزین کردن  2112

 میكرو 90/2-19/5را  PHBجدایه باسیلوس   میزان 
 .(2)گرم تخمین زد

 بسته مواد تولید برا  توانند  این مواد زیستی می

 کار به فویل و بطر  مثل زیستی پذیر بند  تجزیه

 این برا  زیاد  بسیار ها  چنین کاربرد هم روند.

 به توان می که است پیشنهاد شده ها پلیمر بیو از دسته

پزشكی،  ها  کاربرد نانو، لوژی  و تكنو تولید بیو
 بازساز  دندانی، ها  عروقی، کاربرد -قلبی ها  کاربرد

 پیش ا ،  ذره حاملین ها،  استخوان، قرص شده هدایت

 حیوانات، و انسان در تغذیه استفاده اعصاب، تعمیر دارو،

 ترمیم و بند  زخم پودر ، ذرات بخیه، نخ ارتوپد ،

 (. 27نرم اشاره کرد ) بافت
لوژی  متفاوت با  پلی استر بیو 591اکنون بیش از   هم

روزه در  خواص پلاستیكی وجود دارد و این تعداد هر
ها   پلاستی  حال افزایش است. برا  جایگزینی بیو

 تجزیه، امروزه کوشش  ها  غیر قابل  جا  پلاستی  به
 پلاستی  این آینده بیو بر ها  زیاد  لازم است و بنا 
ها در زمینه کاهش قیمت تولید   ها به ادامه تلاش 

 توان بیو  بستگی خواهد داشت. در هر صورت می
 ها  خاص و کاربرد  ها را به دلیل ویژگی  پلاستی 
لوژی  وسیع، ترکیباتی با آینده بسیار  تكنو ها  بیو

 طمینان بخش قلمداد نمود.ا
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Abstract 

 
Introduction: The use of  synthetic plstics 

has led to solid waste management problem 

and secondary problems such as global 

warming. In response to these issues, use of 

biodegradable polimers such as 

polyhydroxy butyrate (BHP) is suitable. 

The aim of this research was to evaluate 

maximum production of BHP and cell 

biomass in different growth condition as 

temperature, carbon source, incubation time 

and shaker speed.  

 

Materials & methods: To evaluate BHP 

production, a total of 10 bacteria species 

isolated from soil contaminated to sewage 

in Ilam milk maufactory were tested for 

exictance of BHP using soudan black 

staining. Among all isolates, only one 

bacillus species had BHP. This species was 

diagnosed as bacillus cereus using 

biochemical tests and PCR reaction by 

using universal primer. The evaluation of 

BHP production has been carried out using 

GC-Mass and FTIR apparatues, and for 

maximum production of BHP and cell 

biomass, the effects of differences  growth 

inducer factors such as  temperature, carbon 

sources, shaking(aeration) and incubation 

time were tested. 

 

Findings: In this survey we found that, the 

optimum condition for maximum 

production of PHB and biomas was 

incubation at 37˚C for 72h and shaking in 

150rpm/min, uses of glucose as carbon 

source, and the ratres of PHB and biomass 

production were 0.188g/lit, 0.058g/lit 

respectivlly. Regarding GC-Mass results, 

the average of PHB production was 30%. 

   

Discussion & Conclusions:  Using cheap 

sources of carbon, one can enhance 

production of this biopolymer  in the  

industerial scale  for replacement of 

synthetic plastic to prvent bioenvironmental 

contamination. 

 

Keywords:  Polyhydroxy butyrate, Bacillus 

cereus, Soudan black, PCR, GC-Mass 

 
1.Dept of  Biology, Faculty of  Sciences, Ilam University, Ilam, Iran  

2.Central Laboratory, Ilam University, Ilam, Iran  
* Correspondin author  Email: arostamzad381@yahoo.com 

 
Scientific Journal of Ilam University of Medical Sciences 

 


