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  تاهيدروكسي آلكانو پلي بهينه سازيو  توليد
(poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate))  

  روش تك متغيره بهجدا شده از خاك  Aeromonas sp. EBA118جدايه  به وسيله
  شريف مقدم محمدرضا و *بحرينيمعصومه جوادي، زمزم 

  ه زيست شناسيايران، مشهد، دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده علوم، گرو

 25/10/1397 :تاريخ پذيرش  16/06/1397 :تاريخ دريافت

  يدهچك

اطراف  يمنطقه كشاورز ين، خاك چندهيدروكسي آلكانوات پلي يدكنندهتول ي بوميباكتريها  يپژوهش با هدف جداساز يندر ا
 يدينو آكر Bياه سودان س زييرنگ آم يروشهااستفاده از سپس با و سازي خالص ها  نمونه. قرار گرفت يمشهد مورد بررس

 يپليمرها يدكنندهعنوان تول گونه به 2شده  يجداساز يهسو 31 ياناز م. جدا شدند PHAsنمونه هاي توليد كننده اورنج 
به عنوان  هيدروكسي آلكانوات پلي يدتول يزانم ينبيشتربا داشتن  118EBA دايهج. شدند ييشناسا هيدروكسي آلكانوات پلي
 يبرا ابتدا. انجام شد يا دومرحله سازي ينهبه يد،تول افزايشمنظور  به. در آن بهينه گرديدپليمر  و توليد يدهزمنتخب برگ يهسو
 سازي ينهبه يهاول يطدر مح يهواده يزاندما و م ، pHو نوع آن، غلظت گلوكز، يتروژنغلظت منبع ن يرمقاد يتوده سلول يشافزا

 يرمقاد يكه دارا  يهثانو يطانجام شد از مح هيدروكسي آلكانوات پلي يدتول يشور افزامنظ كه به سازي ينهدر مرحله دوم به. شدند
 تأثير آنها ينه وبه يهواده يزان، دما و مpH ،يتروژنن به نسبت كربن اين تحقيق فاكتورهايدر . استفاده شد بوداز گلوكز  يشتريب

 20 ي، دما g/l 5  ،8= pH، گلوكز با غلظت  g/l7غلظت عصاره مخمر با . بررسي گرديد هيدروكسي آلكانوات پليدر توليد 
كه با  سازي   ينهبهمرحله دوم مرحله اول بودند؛ در  سازي هينشده از به حاصل يطشرا درصد 75 يهواده يزانو مدرجه سانتي گراد 

 80 يو هواده نتي گراددرجه سا 37 ي، دما=pH 7، 3:1با مقدار  يتروژنن به كربن نسبت انجام شدپليمر  يدتول يشهدف افزا
توليد شده  هيدروكسي آلكانوات پليپليمر  نتايج طيف سنجي نشان داد. انتخاب شدند بهترين شرايطعنوان  به يببه ترت درصد

 نوعي كوپلي استر احتمالاًالص نيست و خ بوتيرات هيدروكسي ر پلياز نوع هموپليم .118EBA Aeromonas spتوسط جدايه 
PHBHHx است.  

  آئروموناس هيدروفيلاآلكانوات،  هيدروكسي يپل سازي، ينهبه :كليدي ايه هواژ

  mbahreini@um.ac.ir :پست الكترونيكي، 05138805502 :، تلفننويسنده مسئول* 

 مقدمه

ي دست بشر است كه ها ساختهين تر مهمپلاستيك يكي از 
و تحول  مي كندنقش مهمي را در زندگي انسان بازي 

آورده  به وجودرا در جوامع انساني  بسيار زياد و شگرفي
يد تولو قابليت  العاده فوقيري پذ تنوعاست كه ناشي از 

از نيمه دوم قرن بيستم به بعد . مي باشدفراوان آنها 
در سرتاسر جهان  استفاده موردين ابزار تر مهمبه  پلاستيكها

يش از حد و عدم قابليت تجزيه باستفاده  تبديل شدند، اما 

ي جدي به طبيعت و كاهش آسيبها، باعث آنها پذيري
براي مقابله با اين . ي فسيلي شده استسوختهاذخاير 

عواقب نامناسب دانشمندان به دنبال پيدا كردن منابع و راه 
يي هستند كه داراي پلاستيكهايدي براي توليد جدكارهاي 
  ). 27، 7(پذيري زيستي باشند  يهتجزقابليت 

ين نوع تر معمول )P(3HB((بوتيرات  هيدروكسي پلي
 يكروميله وس بهپذير زيستي است كه  يهتجزي پليمرها
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اين پليمر  ).38( مي شودها در طبيعت توليد  ارگانيسم
P(3HB)   به ناپايدار است و اين باعث محدوديت در
، براي حل )31( در كارهاي مختلف شده است  آن كارگيري

. مي كنندن را همراه با ديگر تركيبات استفاده آاين مشكل 
يكي از اين تركيبات )  PHAs ( آلكانواتهاپلي هيدروكسي 

ي پليمرها كو. مي شوندتوليد باكتريها كه توسط جديد است 
حاوي  انواع  واحدهاي  آلكانواتها هيدروكسي
همراه با هيدروكسي بوتيرات  ) HA(آلكانوات هيدروكسي
(  PHBVبه  مي توان پليمرها از جمله اين كو. مي باشند

 P(3HB co 3HHx)، )يك كوپلي استر خطي آليفاتيك است
داراي سه ( پليمرهاو تر) داراي زنجيره جانبي پروپيل است(

  ).17( اشاره كرد) مي باشندمونومرها  نوع متفاوت از

PHA  استر خطي فعال نوري با خواصي مشابه  يپليك
 3اتيلن است و از واحدهاي مونومري  يپل

 و 27(تشكيل شده است ) 3HA(آلكانوات  هيدروكسي
 PHAواحد مونومري  150تاكنون حدود  و ،)38

منومرها  ،بر طبق ساختار ).37 و 24(شده است  ييشناسا
PHA   مي شودبه سه نوع دسته بندي :PHA  با زنجيره
با  PHAو  (MCL)با زنجيره متوسط  PHA، (SCL)كوتاه 

تغيير در ساختار منومرهاي سازنده  با. هر دو نوع زنجيره
PHA طيف وسيعي از پلي استرها را توليد كرد كه  مي توان

  ).40 و 38، 25( مي باشندداراي خواص متفاوتي 

 توانايي تجزيه زيستي PHAs فرد منحصربهيكي از خواص 
از جمله خواص ). 38(ي متفاوت است محيطهادر  آنها

ذكر شده است  اتهاآلكانو هيدروكسي ديگري كه براي پلي
بودن، سازگاري زيستي و غير  مي توان به  ترموپلاستيك

يك و خاصيت نوري، غير محلول در تاكت يزواسمي بودن، 
يرقابل نفوذ بودن غميزان تبلور بالا، ، آب و دانسيته بالا

پذيري و  يهتجزنسبت به گازها، پيزوالكتريك بودن، قابليت 
 پلاستيكهابيو .)40 و 9(اشاره كرد   فعالي گروههاداشتن 

 گرفته شده اند كه از جمله به كارتاكنون در صنايع مختلفي 
ي بخيه جراحي، ستهاتوليد (مي توان به صنايع پزشكي آنها

 كشها آفتكننده  حمل(، كشاورزي )استنتهاي ارتوپدي، پينها
و صنايع ) هاي داروها هدهند انتقال(، داروسازي )و بذرها 

مزاياي بسيار زياد  باوجود). 39 و 9(بندي اشاره كرد  بسته
اين بيوپليمر، به علت هزينه بالاي توليد هنوز نتوانسته اند 

بنابراين . ي سنتزي نمايندپلاستيكهاآنها را جايگزين كامل 
پذير و قابل  يي براي يافتن منابع كربني ارزان، تجديدتلاشها

اين منابع كربني  ازجملهگرفته است كه  دسترس صورت
ير، پن آبي روغني، ها دانهكشاورزي،  ضايعاتبه  مي توان

CO2 زيلوز وغيره چغندرقند، كاغذهاي باطله، ملاس ،
  .)30 و 26، 19، 7( اشاره كرد

PHA  اي است كه در شرايط نامساعد  يرهذخيك گرانول
نامساعدي البته هر شرايط . مي شودغذايي در باكتري توليد 

كه  يدرصورتفقط  مي شودنموجب توليد اين تركيبات 
ازدياد منابع كربني را در كنار محدوديت عناصر ضروري 
مثل نيتروژن، فسفر، منيزيم و غيره را داشته باشد متابوليسم 

.  مي شودمتمايل  PHAمركزي سلول به سمت توليد 
مي  را دارا هستند كه PHAباكتريهاي زيادي توانايي توليد 

ي گرم منفي و گرم باكتريها، انواع باكتريهااز آركي  توان
 ).7و  3(يانوباكتريها نام برد سمثبت و 

يدكنندگان توليي و شناساجداسازي  باهدفدر كارهايي كه 
PHA  ي گروههااست  شده انجامتاكنون توسط سايرين

مختلفي از باكتريهاي گرم مثبت و گرم منفي شناسايي شده 
، 5( مي باشند  Bacillusهايي از جنس  يهسو اند كه بيشتر

 Ralostenia ,اما باكتريهاي ديگري مثل ). 33 و 32
Azotobacter chroococcum  ،Staphylococcus cohnii  ،

Micrococcus luteus  ، Methylobacterium spp.  و
Aeromonas hydrophila   23، 6( اند شدهنيز جداسازي ،

ري از باكتريهاي شناسايي شده بسيا. )42 و 36، 32، 25
هستند و فقط تعداد كمي قادر به توليد  PHBقادر به سنتز 

 Aeromonasكه   مي باشند PHBHHxكوپلي استر  

hydrophila   وAeromonas caviae  بهترين سويه هاي
 Aeromonas). 15( هستندشناخته شده در اين مورد 
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hydrophila بار توسط  اولينKobayashi به اران و همك
مطرح گرديد و نشان داده شد كه  PHAتوليد كننده  عنوان

اين باكتري با استفاده از اسيدهاي چرب زنجيره بلند قادر 
تصادفي با  به صورت PHBHHxبه توليد كوپلي استر 

-3و  hydroxybutyrate (HB)-3منومرهاي 

hydroxyhexanoate (HHx) و از اين جهت ) 20( مي باشد
پلي استرهاي قابل كاربرد در صنعت اهميت  از لحاظ توليد

 . پيدا كرد

توليد  ،امروزه با توجه به مشكلات زيست محيطي
اهميت زيادي دارد ولي هنوز به دليل گران بيوپلاستيك 

. انبوه توليد كنند به صورتند مي توانبودن ماده خام ن
هاي بومي  هدف از اين تحقيق جداسازي و شناسايي سويه

با استفاده از منبع كربن گلوكز از  PHAنده جديد توليد كن
در توليد  آنها خاكهاي اطراف مشهد بود تا بتوان از

گلوكز حاصل از يك منبع ارزان قيمت مثل بيوپلاستيك از 
  . هاي باطله بهره بردهيدروليز كاغذ

  مواد و روشها
ي مختلف كشاورزي خاكهااز : ي و جداسازيبردار نمونه

 5ي از عمق بردار نمونهن در شهر مشهد و اطراف آ
ي از سطح انجام شد و به آزمايشگاه منتقل و در سانتيمتر

نمونه ها پس از . نگهداري شددرجه سانتي گراد  4دماي 
كشت و  )NA( رقت سازي بر روي محيط نوترينت آگار

ي كلنيهاانكوبه شد و سپس  درجه سانتي گراد 30در دماي 
در ري جدا و تشكيل شده به لحاظ شكل ظاهغيرمشابه 

  .سازي گرديد خالص NAمحيط 

  PHAجهت شناسايي توانايي توليدي خالص شده كلنيها
گلوكز كشت و  درصد NA  +1ي محتوي محيط پليتهادر 

. ي شدگذار گرمادرجه  30 ساعت در انكوباتور 24به مدت 
يدكننده، محلول الكلي تولي باكتريهابراي تشخيص سپس 

 30براي  پليتهاكتريايي اضافه و ي باكلنيهابه  Bسودان سياه 
بعد از خروج رنگ اضافي، . دقيقه به همان شكل حفظ شد

سياه  آنها يي كه اطرافكلنيهابا اتانول خالص شسته و  پليتها
 34(شناخته شد  PHAتوليد كننده  به عنوانرنگ شده بود 

 ). 41 و

يي كه بهترين نتيجه را در رنگ آميزي سودان سياه كلنيهااز 
از آن را به يك  µl10 ساعته تهيه شد و  48كشت داشت 

آكريدين اورنج بود اضافه  µl 50لوله اپندورف كه محتوي 
قرار داده شد و  درجه 30دقيقه در حمام آب  30و به مدت 

دور سانتريفيوژ گرديد؛  4000دقيقه در  5سپس به مدت 
ي و در آب مقطر حل گرديد و از آور جمعرسوبات حاصل 

(   فلورسنتميكروسكوپ استفاده از با و تهيه آنها گسترش 
BX51,Olympus ,Japan  ( موج  طولدر nm460   بررسي

 سلولها در داخل زردرنگي گرانولها حضور. شد
  ).22 و 18( بود PHAحضور  دهنده نشان

ي روشهابراي شناسايي جدايه از : شناسايي جدايه
بررسي مشخصات . بيوشيميايي و مولكولي استفاده شد

ي تشخيص اوليه، شامل رنگ آزمونهانوتيپي و انجام ف
آميزي گرم و تست كاتالاز بر روي جدايه انجام گرديد و 

). 28(جدايه به روش جوشاندن استخراج شد  DNAسپس 
DNA  استفاده از از كشت شبانه با شده  استخراجژنومي 

 16sكه مربوط به ژن  R 1492و F 27آغازگرهاي عمومي

rRNA  به روش استPCR تكثير شد .µl 50  محلول
) PCR )GeNet Bio -Macrogen, South Koreaواكنش 
 X 10(µl 5   ،MgCl2)mM25(µl 6 ، dNTPs(بافر: شامل

)mM10( µl1  آغازگر ها،)pmol 10(   هر يك  µl 43/3،  
و مابقي  U 5( µl 571/0 ،DNA  µl 2(مراز  پلي   آنزيم تك

  . آب اضافه شد µl 50تا 

وليه واسرشت سازي ا ،شاملكه  PCRبرنامه دمايي واكنش 
،  راي يك سيكلبدقيقه  4به مدت درجه  95اي در دم

دقيقه،  1به  مدت درجه  94دماي در  واسرشت سازي
ثانيه، سنتز  30به مدت جه در 55ماي در داتصال آغازگرها 

سيكل  30براي  دقيقه 1به مدت درجه  72در دماي قطعه 
دقيقه براي  10به مدت درجه  72 در دمايوگسترش نهايي 
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و توسط دستگاه ترمال  گنجانده PCRيك سيكل در برنامه 
انجام  )(Bio RAD t100 thermal cycler,.USA سايكلر

نان از تكثير قطعه جهت اطمي PCRپس از پايان يافتن  .شد
ژل  با استفاده از PCRاز محصول  ميكروليتر 5مورد نظر 

. الكتروفورز گرديد ladderدر كنار  درصد 1آگاروز 
 ، جهت تعيين توالي به شركت PCRمحصول 

Macrogen قرابت فيلوژنتيكي . گرديد ارسالكره جنوبي
 NCBIهاي اطلاعاتي  هاي موجود در پايگاهجدايه با سويه

هاي آناليز داده. مورد بررسي قرار گرفت Ez-Taxonو 
 MEGA (Version7)افزار  آمده با استفاده از نرم دست به

-Neighbourهمچنين با استفاده از الگوي . انجام شد

joining صورت گرفت و درخت  تواليهابندي  دسته
  .فيلوژني آن رسم گرديد

اثر  PHAپليمر  رشد سلولي بر روي توليد: محيط كشت
دو نوع محيط  از تأثيرگذارد كه براي حذف اين  منفي مي

در مرحله اول براي  1syn .كشت در دو مرحله استفاده شد
 Syn 2قرار گرفت و محيط  استفاده موردايجاد توده سلولي 

كه به لحاظ منبع نيتروژن داراي محدوديت است براي 
 syn1تركيبات محيط ). 8(مرحله دوم به كار گرفته شد 

، )g/l1( ، عصاره مخمر)g/l 10( بودند از گلوكز عبارت
، دي سديم )g/l2( ، پتاسيم فسفات)g/l2( آمونيوم كلريد

 ، كلسيم كلريد)g/l2/0( ، منيزيم سولفات)g/l6/0( فسفات
)g/l00020/0 (و عوامل تريس )ml/l10 .( عوامل تريس

، )mg/l2/0(، سولفات آهن )mg/l3/1(شامل سولفات روي 
و بوريك اسيد ) mg/l6/0(وم موليبدات هيدرات آموني

)mg/l6/0 (2محيط . بودsyn  فقط در مقدار گلوكز)g/l40 (
  .متفاوت بود 1synبا محيط 

سازي توليد  براي بهينه: بهينه سازي توليد توده سلولي
سلولي عوامل زير مورد بررسي قرار گرفتند كه عبارت   توده

نيترات آمونيوم  عصاره مخمر،( نوع منبع نيتروژن: بودند از
 ، غلظت گلوكز)l/g 7و  5( ، غلظت منبع نيتروژن)و اوره

و  30 ،20، 15(، دما )8و  15l/g( ،pH )6 ،7 ،5/7و  10،5(

 80و  75، 50(و ميزان هوادهي ) گراد درجه سانتي 37
ها در  براي تعيين ميزان رشد سلولي جذب نمونه). درصد

  .مورد بررسي قرار گرفت nm600طول موج

  1Synمحيط : آلكانواتهيدروكسي ينه سازي توليد پليبه
براي  rpm 10000ساعته در دور  24شده بعد از رشد   ينهبه

تحت سانتريفيوژ قرار گرفت و رسوبات  min 10مدت  
 48انتقال و سپس به مدت   2Synحاصل از آن به محيط 

سازي  هاي بهينه نتايج فاكتور. ي شدندگرما گذارساعت 
 يان هر مرحله با محاسبه وزن خشك رسوبشده در پا

عواملي كه . يمر ارزيابي شدپلبعد از استخراج كامل پليمر 
سازي قرار گرفتند شامل نسبت  براي اين مرحله مورد بهينه

، )10:1، 4:1، 3:1، 2:1، 1,5:1، 1:1(منبع كربن به نيتروژن 
pH )6  ،7  ،8  گراد درجه سانتي 37و  30،  20(، دما )9و (
  . بود) درصد 80و  75، 50(ميزان هوادهيو 

استخراج پليمر : ي باكتريسلولهااز  PHAاستخراج پليمر 
) يپوكلريتهي كلروفرم و سديم حلالها(  Hahnبه روش 

به  rpm 10000در دور 2Synمحيط توليد ابتدا . شدانجام 
يفيوژ قرار گرفت و بعد از سانتردقيقه تحت  10 مدت

 مجدداًرسوب با آب مقطر  حذف محلول رويي و شستشو
به ازاي . )13( تحت سانتريفيوژ با شرايط قبلي قرار گرفت

ليتر كلروفرم و  يليم 50 آمده دست بههر گرم رسوب سلولي 
) 1:1نسبت ( درصد 30ليتر سديم هيپوكلريت  يليم 50

قرار درجه  30 يقه در حمام آبدق 90اضافه و به مدت 
ن داده شد تا دو فاز ي تكاخوب  بهسپس محلول . داده شد

جهت جدا . كلروفرم و سديم هيپوكلريت از هم جدا شوند
دقيقه  10به مدت rpm8000سازي فازها نمونه در

فاز كلروفرم جداشده با كمك حرارت . سانتريفيوژ گرديد
 .توزين شد  حاصلتبخير و ميزان رسوب 

ي گروههابراي بررسي : FT-IRي سنج فيطبررسي با 
 FT-IR )Thermoراج شده با طيف سنج استخپليمر  عاملي

Nicolet AVATAR 370,USA  (از نمونه . بررسي شد
در  و قرصي تهيه KBrيد شده به همراه ماده مرجع تول
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 و 18(تحت تابش نور قرار گرفت  cm  400 -4000-1بازه
34.(  

  نتايج
باكتريايي كه  نمونه   31 درمجموعشده  يبررسي خاكهااز 

يمر بودند جدا سازي شد و از بين آنها  قادر به توليد بيوپل
دو نمونه كه در تست سودان سياه پاسخ بهتري نسبت به 

 PHAجهت اطمينان از توليد . بقيه داشتند انتخاب گرديدند
با  فلورسانسآميزي  هاي جداشده با كمك رنگ نمونه

آكريدين اورنج مورد بررسي قرار گرفتند و مشخص گرديد 
 بيشترين ميزان توليد KHG111و  118EBAدو جدايه 

انتخاب  EBA118را دارند كه در ادامه جدايه  PHAپليمر 
 ). 2و 1شكل  (گرديد 

  
بيشترين ميزان ) A.آميزي شده با سودان سياه ي رنگپليتها -1كل ش

  ين ميزان توليدكمتر) Bتوليد 

  

 

و  KHG111تصوير ميكروسكوپ فلورسانس دو نمونه  -2شكل 
EBA118 نقاط نارنجي . اورنج يدينآكرده با استفاده از آميزي ش رنگ

  .مي باشد PHAي پليمرهانشان دهنده نواحي تجمع 

يك   118EBAشناسايي مورفولوژيكي نشان داد جدايه 

باكتري ميله اي شكل گرم منفي بدون اسپور و كاتالاز مثبت 
 PCRدر شناسايي مولكولي با استفاده از تكنيك . مي باشد

، Ez-Taxonآنلاين  افزار نرماستفاده از و توالي يابي با 
با شماره دسترسي   118EBAمشخص گرديد كه جدايه 

MK397790  در بانك اطلاعات ژنيNCBI  19/98داراي 
مي   Aeromonas hydrophilaدرصد تشايه با باكتري 

 Aeromonasي مشابه با توالي تواليهابراي اين منظور . باشد

hydrophila  تواليها باكردن  همرديفاستخراج و پس از 
، درخت فيلوژنتيكي با استفاده از Clustal Wاستفاده از 

 Neighbourو براساس روش  MEGA V 6.0 افزار نرم

joining   3شكل(رسم شد.(  

توسط  PHAتحقيقات انجام شده بر روي توليد 
Aeromonas hydrophila  تاكنون با استفاده از اسيدهاي

ز گلوكز به تنهايي براي توليد چرب بوده است و تاكنون ا
PHA  توسطAeromonas hydrophila استفاده نشده است .

در اين تحقيق با هدف استفاده از ضايعات حاصل از تجزيه 
آنزيمي كاغذهاي باطله از منبع كربن گلوكز به تنهايي 
استفاده شد و جهت بهينه ساري محيط كشت از تخمير دو 

  . مرحله اي استفاده گرديد

براي افزايش توده سلولي  syn1مرحله اول از محيط در 
استفاده شد و عواملي مثل نوع منبع نيتروژن، ميزان منبع 

. ، دما و ميزان هوادهي بررسي گرديدpHكربن و نيتروژن، 
نتايج بهينه سازي منبع نيتروژن نشان داد از ميان سه تركيب 
عصاره مخمر، نيترات آمونيوم و اوره، عصاره مخمر با 

شكل ( بيشترين توده سلولي را توليد مي كند  g/l 7غلظت 
A -4  .( گلوكز كه به عنوان تنها منبع كربن استفاده شده از

بود سه غلظت مختلف بررسي گرديد كه از بين آنها غلظت 
g/l 5  شكل(بيشترين ميزان توده سلولي را توليد كرد B-
، =pH 8ر علاوه بر اين نتايج نشان داد كه ميزان توليد د). 4

درصد افزايش مي  75درجه و ميزان هوادهي  20دماي 
  ). E-4 و C -4، D -4 يشكلها( يابد
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  Neighbour joiningو براساس روش  MEGA V 6.0 افزار نرمبا استفاده از  EBA118رسم درخت فيلوژنتيكي جدايه  -3شكل 

  
) C. سازي ميزان منبع گلوكز بهينه) B. سازي نوع و ميزان منبع نيتروژن هينهب) 1syn .Aسازي توليد توده سلولي در محيط  نتايج بهينه -4شكل 

 .سازي ميزان هوادهي بهينه) pH .Eسازي ميزان  بهينه) D. سازي دما بهينه

در مرحله دوم با هدف بهينه سازي توليد بيوپليمر، بيومس 
 تأثيرمنتقل و  syn2محيط به  syn1حاصل از محيط 

، دما و ميزان pHن به نيتروژن ، فاكتورهاي نسبت كرب
 ررسيبدر . هوادهي بر روي توليد پليمر بررسي گرديد

مطالعه  مورداز بين شش ) C:N( يتروژنن بن بهنسبت كر

  g/l( 3: 1در نسبت  PHAشده بيشترين ميزان توليد پليمر 
و در بررسي ميزان توليد ) A -5شكل (حاصل شد ) 32/13

نتايج نشان داد كه بيشترين هاي مختلف  pHيمر در  پلبيو 
گردد  حاصل ميg/l  44/14با مقدار pH 7ميزان توليد در 

سازي دما نتايج نشان داد تفاوت  ينهبهدر ). B-5شكل (
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 درجه سانتي گراد 37و  30، 20معني داري بين سه دماي 
با درجه  37وجود ندارد و بيشترين ميزان توليد در دماي 

 بيشترين توليد). C -5شكل ( مشاهده شد g/l 94/14مقدار 

 g/lشد كه معادل  مشاهده  درصد 80در هوادهي پليمر 
  ). D -5شكل (بود  99/14

 
سازي ميزان  بهينه) D. سازي دما بهينه) pH .Cسازي  بهينه) C:N .Bسازي نسبت بهينه) 2syn .Aدر محيط  PHAsتوليد  سازي نتايج بهينه -5شكل 

 هوادهي

جهت   118EBAسط جدايه توليد شده تو PHAپليمر 
. ي گرديدسنج فيط  FT-IR بررسي نوع آن توسط دستگاه 

 PHBبا طيف نمونه استاندارد  آمده دست بهمقايسه نتايج 
يله جدايه وس بهيدشده تولپليمر  داد كهشركت سيگما نشان 

118EBA پليمر از نوع هموPHB احتمالاً خالص نيست و 
وسيله  توليد شده به در نمونه. )6شكل(است پليمر نوعي كو

باندهاي قوي در پيك مهم كه نشان دهنده  12اين جدايه، 
 دهنده نشانمشاهده شد كه است  cm 488 -3000 – 1ناحيه 

 cm 1377 – 1است؛ باندهاي  CH3در  C-Hحضور گروه 
نامتقارن  C-Hو  C-O-H دهنده نشاننيز به ترتيب  1462و 

 – 1ي در ناحيهدر نمونه استاندارد طيف قو. است CH3در 
cm 1726  حضورC=O  طيف  حالي كهدر مي دهدرا نشان

در نمونه  .است  C-H–مربوط به  cm 1282 – 1در ناحيه
 cm-1 649 -3400در محدوده  پيكهاخالص  PHBهاي 
در اين نمونه متفاوت بود كه  حالي كهدر . شودي ديده م
  . نمونه يك هموپليمر نيست مي كند تأييد

  
در  C-Hحضور گروه  دهنده نشان cm 2851-3000 – 1باندهاي قوي در ناحيه ، 118EBA نمونه يلهوس بهيدشده تولپليمر  FT-IRطيف  -6شكل 

CH3  1و باندهاي – cm 1377  دهنده نشاننيز به ترتيب  1462و C-O-H  وC-H  نامتقارن درCH3 است  



 1400، 2، شماره 34جلد                                                                      )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

181 

  بحث
براي  Aeromonas hydrophilaبيشتر كارهاي انجام شده با 

با استفاده از اسيدهاي چرب همچون اسيد  PHAوليد ت
 و 10(اولئيك و يا اسيد اولئيك همراه با گلوكز بوده است 

و با توجه به اينكه تاكنون از منبع گلوكز به تنهايي ) 35
استفاده  Aeromonas hydrophilaبراي توليد پليمر توسط 

نشده است در اين تحقيق مورد بررسي قرار گرفت و 
. توليد به روش دو مرحله اي بهينه سازي گرديدشرايط 

گلوكز در بسياري از كارها توسط باكتريهاي مختلف براي 
منبع كربن مورد استفاده قرار گرفته  به عنوان PHAتوليد 

است و نشان داده شده است كه نسبت به ساير منابع كربني 
و همكاران نشان  Chen. بهتر بوده است PHAبراي توليد 

ه باكتري ائروموناس هيدروفيلا در حضور گلوكز دادند ك
كه  مي كندنسبت به اسيد لوريك بيومس بيشتري را توليد 

در بررسي پنج  Shah. )10( مي باشدمشابه نتايج حاضر 
گلوكز، سوكروز، مالتوز، فروكتوز و لاكتوز  منبع كربن

بيشترين ميزان توليد را هنگامي مشاهده كرد كه گلوكز را 
و  Panigrahi). 33(منبع خود برگزيده بود  عنوان  به

همكارانش نيز منابع گلوكز، فروكتوز، مالتوز و سلولز را در 
چند باكتري جداسازي شده بررسي كردند و بهترين شرايط 

و همكارانش  Aly).29(را در حضور گلوكز مشاهده كردند 
ه از بين پنج نوع منبع كربن مختلف، نشان دادند كنيز 

مي بيشترين ميزان بيومس را توليد  g/l 5ظت گلوكز با غل
قادر  EBA118نتايج اين تحقيق نشان داد جدايه  ).3( كند

گرم بر ليتر گلوكز  5است بيشترين بيومس را با غلظت 
غلظت عصاره مخمر با همچنين مشاهده گرديد . توليد كند

l/g 7   بهتر از دو منبع نيتروژني ديگر ميزان رشد جدايه را
مشخص گرديد افزايش نسبت نيتروژن و  مي دهدافزايش 

، مي شودبه كربن در اين مرحله باعث افزايش توده سلولي 
ينواسيدها و آمنتيجه گيري كرد حضور انواع  مي توانكه 
مي باعث افزايش رشد  مخمر عصارهي موجود در هاتأمينوي

آورد  به دستنتايجي مشابه نتايج حاضر  Shah). 2( شوند

صاره مخمر از بين ساير منابع نيتروژني و نشان داد ع
عصاره گوشت، عصاره مالت، آمونيوم سولفات، پپتون و (

را بر روي رشد باكتري  تأثيربيشترين ) عصاره مخمر
Bacillus subtilis  33(دارد.(Aly   و همكارانش كه توليد

PHA  نيز نشان  مي كردندرا در باكتريهاي مختلف بررسي
را بر روي توليد بيومس  تأثيررين دادند عصاره مخمر بهت

  ).3(دارد 

بر روي توليد بيومس مشخص گرديد  pHدر بررسي ميزان 
pH  1محيطSyn  بهساعت رشد اوليه جدايه  24در طي  

دو واحد كاهش يافته و باكتري پس از رشد شرايط  اندازه
رساند كه  مي 6و مقدار آن را به  مي كندرا اسيدي محيط 

از طرفي . را توجيه كند -pH 8د رشد بيشتر در مي تواناين 
، مي باشدجنس آئروموناس در شرايط قليايي قادر به رشد 

اوليه در حد خنثي و يا كمي پايين  pHبنابراين اگر ميزان 
ب نامناس كاملاًتر باشد شرايط در حين رشد براي باكتري 

در بررسي انجام شده . مي يابدشده و توليد بيومس كاهش 
بهينه توليد   Azomonas macrocytogenesبر روي باكتري 

  Bacillus cereus MM7و بر روي باكتري  ) pH )12=9در 
7=pH اما   .)3(آمده است  به دستمقدار بهينه  به عنوان

 عنوان  به pHمقادير اسيدي  عمدتاًي ديگر باكتريهادر مورد 
 ). 4(است  شده گزارش pHبهترين 

در كتاب   Aeromonas hydrophilaدماي بهينه باكتري 
 شده ذكردرجه سانتي گراد  28- 20 بين Bergeyمرجع 

با نتايج حاصل از مطالعه حاضر كه  كاملاًاست كه اين 
در دو ). 16(را نشان داد مطابقت دارد درجه  20 دماي بهينه 

و  Bacillus cereus MM7روي  تحقيق جداگانه كه بر
Azomonas macrocytogenes را درجه  37 انجام شد دماي

در پايان  .)13 و 3(به عنوان دماي بهينه معرفي كرده اند 
 شده حاصلمرحله اول با در نظر گرفتن تمامي شرايط بهينه 

نتيجه گرفت كه فاكتور منبع نيتروژن و دما  مي توان
بيومس داشتند و با بهينه سازي  را در توليد تأثيربيشترين 

  .برابر افزايش يافت 4شرايط كشت ميزان توليد بيومس تا 
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توليد بيوپليمر در مرحله دوم رشد به ميزان مواد غذايي در 
در ميزان توليد  C:Nمحيط كشت بستگي دارد و نسبت 

مختاراني و همكاران معتقدند با افزايش . زيادي دارد تأثير
ايي در محيط رشد باكتري فعاليت از حد مواد غذ  يشب

يد شده تولپليمر  باكتري محدود شده و باعث مصرف
سايرين نيز معتقد هستند وقتي ). 2( مي شودتوسط باكتري 

ميزان بيشتري از  مي يابدنسبت كربن به نيتروژن كاهش 
و تعداد واحدهاي  مي رسدبه چرخه كربس  Aكوانزيم 

3HB ًيش نسبت كربن به و با افزا مي يابدكاهش  نسبتا
نيتروژن يعني افزايش غلظت سوبستراي كربن نسبت به 

و سنتز  مي كندغلظت نيتروژن از رشد ميكروبي ممانعت 
PHB  در پژوهش حاضر ). 36 و 18، 8( مي شودشروع

و   Chen حالي كهآمد در  به دست C:N ،3:1نسبت 
براي اولئيك اسيد  10:1را كربن به نيتروژنهمكاران نسبت 

 به دست Aeromonas hydrophila NIU01باكتريدر 
 Cupriavidusو همكاران در باكتري  Weiآوردند و 

taiwanensis184  به دسترا  8:1نسبت كربن به نيتروژن 
و  Panigrahiيله وس بهدر مطالعاتي كه  ).42 و 8(وردند آ

ين بيشترانجام شد  Bacillusاي از  همكارانش در گونه
  ). 29(مشاهده شد  C:N ،20:1 ميزان توليد در نسبت

 2باكتري با رشد در محيطمشخص گرديد  pHدر بررسي 
Syn   مقدارpH  مي كندداده و اسيدي   كاهشمحيط را .

براي رشد توده سلولي مناسب هر چند  pHاسيدي شدن 
يجاد شده در افزايش توليد انيست اما اين شرايط نامناسب 

 .توليد شد pH 7مر دربيشترين ميزان پلياست و  مؤثر پليمر
Chen  و همكاران نيز براي توليد پليمر توسط باكتري

Aeromonas hydrophila    در فرمانتور ازpH 6,5  استفاده
در مطالعات ). 8(كردند كه با نتايج حاضر مشابه است 

 Bacillus 7هاي  بر روي گونه وسيله سايرين  به شده انجام
=pH با توجه به ). 29، 3( است شده گزارش عنوان بهينه به

- Aeromonas hydrophila 20اينكه طيف دما براي باكتري
درجه  37دماي  درپلي مر بهتر توليد است اما  درجه 28

افزايش دما مشاهده شد كه نشان دهنده اين است كه 

يمر پل كه براي توليد مي شودموجب ايجاد شرايط نامناسبي 
و همكاران  Alyو همكاران و  Kulkarni .مي باشدمطلوب 

 Halomonasرا براي باكتريهاي  درجه 37نيز دماي بهينه 

campisalis MCM B-1027  وBacillus cereus به ترتيب 
در دو  همكارانشو Hamieh  ).21 و 3(به دست آوردند 

 Bacillusو  Lactobacillus acidophilusباكتري 

thurnigiensis  بيشترين ميزان توليدPHB  را در ميزان
مشاهده كردند و نشان  )ml250/50( درصد 80هوادهي 

دادند اكسيژن و هوادهي اثر افزايشي بر روي توليد پليمر 
در دومين ). 14(دارد كه مشابه نتايج تحقيق حاضر بود 

 تأثيرو هوادهي بيشترين  pHسازي، دو فاكتور  ينهبهمرحله 
 g/lيوپليمر داشتند و ميزان توليد پليمر به را در توليد ب

و  مي دهددرصد افزايش را نشان   13/44رسيد كه  99/14
و همكاران است كه با بهينه سازي شرايط  Luمشابه نتايج 

 Aeromonasدرصد توليد پليمر را در باكتري  45توانستند 

hydrophila CGMCC0911   25(افزايش دهند .(
Chauhan بررسي دو باكتري  و همكاران باBacillus 

cereus  وRalstonaia eutrophus  نشان دادند در بهترين
توليد پليمر را به ترتيب  69/0و  g/l 59/0شرايط ميزان 

و همكاران با استفاده از لجن فعال كه  Shen). 6(دارند 
 g/lمقدار كمي سديم لورات به آن اضافه شده بود توانستند 

را با استفاده از ميكروبهاي  PHBHHxكوپلي استر  5/0
   ).35( موجود در لجن توليد كنند

 PHAپليمر  در پژوهش حاضر نتايج طيف سنجي نشان داد
پليمر از نوع همو   118EBAتوليد شده توسط جدايه 

PHB  نوعي كوپلي استر  احتمالاًخالص نيست و
PHBHHx كه جدايه )34 و 33( استEBA118  توانسته

ي چرب و تنها در حضور گلوكز آن است در غياب اسيدها
 و  Aeromonas hydrophila سويه هاي. را بسازد

Aeromonas caviae ًجزو بهترين سويه هاي  معمولا
با زنجيره متوسط در  PHBHHxشناخته شده براي توليد 

براي توليد اين تركيب ). 43( مي باشندمقياس صنعتي 
اسيد  ريكلوهمچون از اسيدهاي چربي  باكتريهاتوسط اين 
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همچون و منابع كربن  مي كنندو اولئيك اسيد استفاده 
كه باعث تغيير در  مي كنندگلوكز را نيز به محيط اضافه 

و  Doi). 25( مي شوند  HHxو  3HBنسبت مونومرهاي 
و همكاران معتقدند كه حضور اسيدهاي  Chenهمكاران و 

توسط ائروموناس  PHAچرب زنجيره بلند براي سنتز 
، اما در پژوهش )11 و 10( مي باشديلا ضروري هيدروف

حاضر مشخص گرديد كه باكتري بدون حضور اسيد چرب 
و همكاران معتقد هستند كه  Lu. بسازد PHAد مي تواننيز 

 PHBHHxگلوكز نقش مهمي را در رشد سلول و تجمع 
باعث افزايش  g/l 10و در غلظتهاي كمتر از  مي كندبازي 

نتايج اين تحقيق ). 25( شودمي  HHxدرصد منومرهاي 
براي توليد كوپلي استر از  EBA 118نشان داد كه جدايه 

د راه مي تواند استفاده كند كه اين مي توانگلوكز تنها نيز 
همچون كار جديدي براي استفاده از منابع كربن ارزانتر 

باشد ) 26و  1(هاي كاغذ  و باطله) 19(، زيلوز )30(پنير  آب
 PHAsاز مشكلات اساسي در توليد  و بدين ترتيب يكي

، 25(را كاهش داد  مي باشدن آكه هزينه زياد ماده اوليه 
 ).43 و 38، 32

  نتيجه گيري

  به سبب زيست PHBHHXهمچون يي پليمرهاهترو

پذيري و  انعطافهمچون سازگارپذيري و خواص فيزيكي 
و امكان  پليمرهاقدرت تحمل فشارهاي زياد نسبت به همو

توليد ي مختلف صنعتي مثل بخشهاآنها در  استفاده از
اهميت ي پزشكي و ابزارهاي مهندسي بافت ايمپلنتها

شده است تا توجهات بيشتري دارند و اين ويژگي باعث 
از طرفي . زيادي براي توليد صنعتي آنها انجام شود
 Aeromonasتحقيقات انجام شده نشان داده است باكتري 

hydrophila مي باشدنوع هتروپليمر  قادر به توليد اين .
كه  EBA118نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد جدايه 

نياز به استفاده از بدون  مي باشد   Aeromonas spيك 
د از گلوكز به تنهايي استفاده كند و مي تواناسيدهاي چرب 

 در نتيجه به راحتي. را توليد كند PHBHHxكو پلي استر 

فراوان و ارزان هستند  از باطله هاي كاغذ كه مي توان
استفاده كرد و علاوه بر توليد يك تركيب مفيد و دوستدار 

  .محيط زيست به پاك سازي محيط زيست نيز كمك كرد

  تشكر و قدرداني

كليه  تأمينبدين وسيله از دانشگاه فردوسي مشهد به خاطر 
تشكر و  ) 33632/3گرنت شــماره(امكانات اين تحقيق 
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از گلوكز حاصل از تجزيه آنزيمي  آلكانواتهاپلي هيدروكسي 
 Cupriavidus necator ATCCكاغذ توسط باكتري 

 . پايان نامه كارشناسي ارشد. 17699

، 1387مختاراني ن، گنجي دوست ح، خالقي سرنامي م، برقعي م،  -2
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Production and optimization of Polyhedroxialkonate 
(poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate)) 

by Aeromonas sp. EBA 118 isolated from soil using one factor at a 
time methodology 

Javadi Z., Bahreini M. and Sharifmoghadam M.R. 

Dept. of Biology, Faculty of Science, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, I.R. of Iran. 

Abstract 

In this study, the polyhydroxyalkanoate producing bacteria were isolated from soils of 
Mashhad countryside. Using, staining methods, Black Sudan B and Acridine Orange, 
the suitable isolates have been separated. To increase the polyhydroxyalkanoate 
production, optimizing has been done in two stages. In the first stage, different nitrogen 
resource, glucose density, pH, temperature and aeration have been optimized in order to 
increase the biomass. In the second stage, the ratio of carbon to nitrogen, pH, 
temperature and amount of aeration have been optimized in order to increase 
polyhydroxyalkanoate production. Among the 31 isolates, 20 isolates have been 
recognized as the polyhydroxyalkanoate producer. Aeromonas sp. EBA 118 by 
producing the highest amount of the polyhydroxyalkanoate polymer has been chosen as 
the selected object. Yeast extract 7g/l, glucose 5g/l, pH=8, temperature of 20ºC and 
75% aeration were the optimal conditions for the highest production of biomass. The 
optimal conditions in the second stage aiming the increase of the polyhydroxyalkanoate 
polymer production were the ratio of carbon to nitrogen 0.35, pH=7, temperature of 
37ºC and 80% aeration. The results of FT-IR spectroscopy showed that the polymer 
produced by EBA118 isolate is not the kind of the pure polyhedroxybutirate, but is 
probably a kind of copolymer PHBHHx. 
Key words: Aeromonas hydrophila, optimization, polyhydroxyalkanoates 


